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resumo 
 
 
O fitoplâncton é composto por organismos unicelulares com capacidade 
fotossintética que vivem em suspensão na coluna de água e que podem ser 
solitários ou coloniais, estes organismos são considerados um importante 
componente dos estuários que são um dos mais produtivos sistemas marinhos 
do mundo. A presente dissertação considera a implementação da Directiva 
Quadro da Água (DQA) para as águas costeiras e de transição em Portugal, 
com referência específica ao fitoplâncton como elemento de qualidade 
biológica nas águas de transição do estuário do Mondego. Assim, este 
trabalho teve como objectivos: contribuir para a informação sobre a 
comunidade fitoplanctónica do Mondego que é bastante limitada; contribuir 
para a avaliação do fitoplâncton como elemento de qualidade biológica, 
segundo a DQA nas águas de transição do rio Mondego e avaliar as potenciais 
fontes de incerteza na variação dos parâmetros físico-químicos e biológicos 
em condições oligohalinas, mesohalinas e polihalinas. As amostragens foram 
realizadas em Setembro de 2009, durante a baixa-mar, abrangendo três zonas 
do estuário do Mondego (oligohalina, mesohalina e polihalina). Determinaram-
se as concentrações de clorofila a por espectrofotometria e as abundâncias 
microfitoplanctónicas (organismos superiores a 20 µm). No presente estudo, 
observou-se uma diminuição da temperatura da estação oligohalina para a 
estação polihalina acompanhada de um aumento de salinidade. As 
concentrações de nutrientes diminuiram com a proximidade ao mar, devido à 
diluição da água do mar e ao afastamento das fontes pontuais. Os silicatos 
foram o nutriente que ocorreu em maiores concentrações e o nitrito em 
concentrações mais baixas no estuário. As concentrações de clorofila a não 
tiveram nenhuma relação com as abundâncias microfitoplanctónicas. Em 
ambos os métodos de amostragem para os pigmentos a principal variação foi 
explicada ao nível da estação. No caso da comunidade fitoplanctónica, a 
principal variação foi ao nível do taxonomista e das massas de água para o 
número de taxa. As maiores abundâncias microfitoplanctónicas foram 
registadas na zona polihalina, sendo as diatomáceas o grupo mais significativo 
e mais abundante em qualquer zona do estuário. O segundo taxonomista
obteve sempre abundâncias abaixo do taxonomista principal, tal facto, 
aconteceu devido à contagem e identificação das criptófitas e dos 
dinoflagelados. Para um futuro trabalho, sugere-se: que para além da 
microscopia de inversão seja usada também a microscopia de 
epifluorescência; que seja efectuada uma intercalibração entre os 
taxonomistas para se tentar perceber qual o problema da diferença entre as 
contagens e identificações do fitoplâncton e que se estude e compreenda
melhor os impactos sobre os estuários, pois estes são imprescindíveis para a 
sua conservação e gestão futura. 
 
vii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
keywords 
 
phytoplankton, water framework directive, Mondego estuary. 
 
abstract 
 
Phytoplankton is composed of single cell organisms with the capacity to 
photosynthesize and survive in suspension in the water column either singly or 
colonially. They are considered an important component of estuaries that are 
one of the most productive marine systems in the world. The current 
dissertation considers the implementation of the Water Framework Directive 
(WFD) for coastal and transitional waters in Portugal, with specific reference to 
the biological quality element phytoplankton in the transitional waters of the 
Mondego estuary. The objectives of this work are: to contribute to the 
somewhat limited information about the phytoplankton community of the 
Mondego; to contribute to the evaluation of phytoplankton as a biological 
quality element for the WFD in the transitional waters of the river Mondego, as 
well as analyse the potential sources of uncertainty for this evaluation under a 
variety physico-chemical and biological parameters in olighaline, mesohaline 
and polihaline conditions. The sampling programme was carried out in 
September 2009 during low tide over the three zones of the Mondego estuary 
(olighaline, mesohaline and polihaline). The concentrations of chlorophyll a
were estimated by spectrophotometry and the abundances of 
microphytoplankton (organisms greater the 20 µm) by counts with inverted 
microscopy. During the current study, the temperature decreased and the 
salinity increased from the oligohaline to the polihaline station. The 
concentration of the nutrients declined with proximity to the sea, due probably 
to the mixing of the sea with freshwater. The silicates occurred in the greatest 
concentration and nitrite in the lowest concentrations within the estuary. The 
concentrations of chlorophyll a showed no significant relation with the 
abundance of microphytoplankton. Using both techniques for estimating 
pigments the biggest source of variation occurred at the level of the stations. In 
the case of the phytoplankton community, the greatest source of variation 
occurred at the level of the taxonomist, the water mass and the number of taxa. 
The greatest abundance of microphytoplankton occurred in the polihaline 
region, whilst the diatoms were the most significant and abundant group 
throughout the estuary. The second taxonomist consistently obtained lower 
values than the principle taxonomist probably due to lower counts for 
cryptophytes and dinoflagellates. For future work, it is suggested that counts  
with epifluorescent microscopy should be used together with the those for 
inverted microscopy; intercalibration between taxonomist to understand 
differences between the counts and identification of phytoplankton, and to 
study and understand better the impacts on estuaries, there by identifying 
improvements for conservation and management in the future. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
1.1. O fitoplâncton 
 
O fitoplâncton é composto por organismos unicelulares com capacidade 
fotossintética que vivem em suspensão na coluna de água e que podem ser solitários ou 
coloniais, de dimensões que podem variar entre menos de 1 µm a superiores a 500 µm 
(Castro & Huber, 1992). Devido à dependência da luz solar, estas células optimizam o 
tempo de residência nos estratos superiores da coluna de água através de diversas 
estruturas ou mecanismos (flagelos, vacúolos de gás, aumento da relação área 
superficial/volume). O fitoplâncton abrange um conjunto de organismos diversificado a 
nível taxonómico, morfológico e fisiológico, que apresentam diferentes requisitos e 
respostas a variáveis físicas e químicas, como a luz, temperatura, alcalinidade, 
concentração de nutrientes, pH, oxigénio, etc. Esta multiplicidade fisiológica do 
fitoplâncton permite a coexistência de diversas espécies em interacção contínua num 
mesmo volume de água e uma distribuição espacial e sucessão sazonal da comunidade em 
resposta a alterações nas variáveis ambientais (Hutchinson, 1961; Scheffer et al., 2003). As 
células fitoplanctónicas possuem a capacidade de incorporar e transformar elementos 
inorgânicos em formas orgânicas, sintetizando a matéria orgânica necessária à reprodução 
e crescimento de seres heterotróficos, como as bactérias, o zooplâncton e os animais 
bentónicos (Cloern, 1996). Se, por um lado, a biomassa fitoplanctónica pode aumentar ou 
diminuir devido à entrada de nutrientes no ecossistema aquático, por outro as chuvas que 
trazem tais nutrientes por drenagem terrestre podem trazer consigo sedimento impedindo a 
penetração da luz. Assim, o enriquecimento da água em nutrientes azotados e fosfatados 
pode conduzir a processos de eutrofização, associado a um aumento da biomassa 
fitoplanctónica. Desta forma, o estudo da evolução das comunidades planctónicas pode ser 
um indicador de perturbações nos sistemas aquáticos (Baptista et al., 2001), pelo que o 
estudo das comunidades fitoplanctónicas é importante em qualquer ecossistema aquático, 
uma vez que estes organismos são parte fundamental da cadeia trófica (Cravo & Coelho, 
1999). Os dinoflagelados (Dynophyta) e as diatomáceas (Bacillariophyta) são importantes 
constituintes do fitoplâncton marinho. Podem também constituir uma importante fracção 
os cocolitoforídeos (Haptophyta), as cianobactérias (Cyanophyta), euglenófitas 
(Euglenophyta) e clorófitas (Chlorophyta) no caso das águas doces. Os dinoflagelados 
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estão usualmente adaptados a águas estratificadas, com pouca turbulência e pouco ricas em 
nutrientes, enquanto que as diatomáceas são favorecidas por condições de forte mistura 
vertical (Margalef, 1978). Estudos experimentais sugerem que os flagelados são mais 
sensíveis que as diatomáceas à turbulência associada ao stress das camadas e taxas de 
tensão, resultando em danos fisiológicos e perda de integridade celular (Smayda, 2002).  
As alterações da estrutura da comunidade fitoplanctónica podem ser avaliadas pelas 
dimensões das espécies dominantes. Geralmente, as espécies pertencentes ao 
microplâncton estão relacionadas com o “input” contínuo (durantes anos) de nutrientes, 
proveniente de uma fonte exterior ao sistema e as espécies de pequenas dimensões estão 
relacionadas com pulsos de nutrientes, normalmente provenientes de mecanismos de 
reciclagem interna, com origem bentónica ou na coluna de água. Estes últimos processos 
ocorrem durante transições sazonais e estão relacionados com fenómenos físicos de quebra 
de estabilidade da coluna de água (lagos e albufeiras na Primavera ou Outono) (Reynolds 
et al., 1983). No caso dos estuários, podem dever-se também a mecanismos que actuam na 
zona de interface água doce-água salgada (Fisher et al., 1988), ou a uma fonte pontual e 
localizada de poluição orgânica, que provoque a entrada de nutrientes para a coluna de 
água. 
Na avaliação dos processos com influência na estrutura da comunidade é 
importante determinar a origem e intensidade da perturbação que lhe deu origem, isto é, 
verificar se é um fenómeno cíclico e natural, de intensidade média, ou se corresponde a um 
fenómeno raro de intensidade elevada. Se a perturbação faz parte do funcionamento do 
ecossistema origina variações de fraca amplitude, sem impacto negativo. Estudos recentes 
comprovam que perturbações de frequência e intensidade médias podem resultar 
positivamente no aumento do número de espécies presentes na comunidade 
fitoplanctónica, contribuindo para a renovação do ecossistema (Sommer, 1995). 
1.2. O estuário 
 
A definição de estuário mais frequentemente aceite foi dada por Pritchard (1967). 
Segundo este, um estuário é um corpo de água costeiro, semi-fechado, que possui uma 
ligação livre com o mar aberto e no interior do qual a água do mar se dilui de forma 
mensurável com água doce proveniente de drenagem terrestre. Esta definição exclui as 
lagoas costeiras ou os mares salobros, permitindo compreender bastante bem as 
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características do meio estuarino. Os estuários são assim considerados em sentido restrito e 
caracterizados pela existência de uma mistura constante de massas de água salgada e doce, 
normalmente divididos em três sectores: o estuário marinho ou inferior (Baixo 
estuário), com ligação livre ao mar aberto; o estuário médio (Médio estuário), sujeito a 
forte mistura de águas salgada e doce e o estuário superior ou fluvial (Alto estuário), 
caracterizado pela presença de água doce, mas sujeito à acção diária das marés (Fairbridge, 
1980). 
Geralmente, um estuário exibe uma mudança gradual da salinidade ao longo do seu 
eixo longitudinal. O reconhecimento da importância deste factor para o estabelecimento do 
gradiente ecológico estuarino levou ao surgimento de esquemas de classificação como, 
entre outros, o sistema de Veneza de 1958, posteriormente expandido por Carriker (1967). 
Neste sistema consideram-se seis secções fundamentais num estuário: zona limnética, 
com salinidade inferior a 0,5; zona oligohalina, normalmente na parte superior do estuário 
onde a água tem concentrações de salinidade de 0,5-5 devido aos sais derivados do oceano; 
zona mesohalina, geralmente na zona média do estuário, de água moderadamente salobra 
com uma gama de salinidade de 5-18; zona polihalina, que abrange as secções média e 
inferior do estuário, onde o mar e o estuário se encontram, descreve águas com salinidade 
de 18-30 e zona euhalina, com salinidades de 30-35 (EPA, 2006) (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           
Figura 1 – Salinidades típicas de rios, estuários e águas costeiras. 
(Adaptado de http://recon.sccf.org/definitions/salinity.shtml). 
 
Os estuários estão entre os mais produtivos ecossistemas marinhos do mundo, 
sendo o fitoplâncton um importante componente destes sistemas (Underwood & 
Kromkamp, 1999). A zona estuarina de água doce (estuário superior) estende-se rio acima 
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limitando a corrente do estuário, que é normalmente mais túrbida e mais rica em nutrientes 
e cuja comunidade fitoplanctónica é, geralmente, dominada por espécies de água doce 
(Smayda, 1983). Entre os factores mais importantes que influenciam a produção de 
fitoplâncton incluem-se a luz e a disponibilidade de nutrientes (Underwood & Kromkamp, 
1999; Cloern, 1987). Além da sua função crítica como produtor primário, o fitoplâncton 
afecta a qualidade da água e desempenha importantes papéis em muitos processos 
aquáticos. O fitoplâncton é também um importante indicador de qualidade ecológica, 
podendo ser usado para prever o funcionamento e produção dos ecossistemas aquáticos e 
as suas respostas a perturbações naturais e antropogénicas (Domingues et al., 2008).  
1.3. A Directiva-Quadro da Água (DQA) 
 
 Nos últimos anos, a preocupação com a deterioração da qualidade dos recursos 
hídricos do mundo tem vindo a aumentar. A União Europeia tem tentado solucionar esta 
tendência com a Directiva de Tratamento de Águas Residuais Urbanas - DTARU (CCE, 
1991) e a Directiva-Quadro da Água (CCE, 2000), com o intuito de alcançar até 2015 um 
bom estado ecológico das massas de água europeias. Uma das causas da deterioração da 
qualidade da água é a eutrofização, que segundo a Directiva de Tratamento de Águas 
Residuais Urbanas é definida como o enriquecimento do meio aquático com nutrientes, 
sobretudo compostos de azoto e/ou fósforo, que provoque o crescimento acelerado de algas 
e formas superiores de plantas aquáticas, perturbando o equilíbrio biológico e a qualidade 
das águas em causa, também podem ser encontradas outras definições em (Nixon, 1995; 
Bricker et al., 1999; Bricker et al., 2003; Helcom, 2000; EEA, 2001).  
A Directiva-Quadro da Água 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 
23 de Outubro entrou em vigor no dia 22 de Dezembro de 2000. A DQA preconiza uma 
abordagem abrangente e integrada de protecção e gestão da água, tendo como principal 
objectivo o bom estado de todas as águas de superfície (rios, lagos, águas costeiras e de 
transição) e subterrâneas até 2015. Para as águas de superfície, o bom estado é definido 
pelo bom estado ecológico e químico (C. E., 2000; INAG, 2006). Segundo a DQA, o 
fitoplâncton é um dos indicadores de qualidade biológica utilizado na classificação de 
estado ecológico e deverá ser monitorizado regularmente e ter estabelecidas condições de 
referência. São considerados três atributos da comunidade fitoplanctónica para a avaliação 
da qualidade ecológica: a biomassa fitoplanctónica (concentração de clorofila a), a 
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abundância fitoplanctónica (contagem total de células de microfitoplâncton > 20 µm) e a 
intensidade e frequência de florescências fitoplanctónicas (blooms) (INAG, 2009; Goela et 
al., 2009). No bom estado ecológico, as características das comunidades de organismos 
aquáticos apenas se desviam ligeiramente das normalmente associadas às condições de 
referência e os valores dos parâmetros físico-químicos e das características 
hidromorfológicas são compatíveis com os valores especificados para as comunidades 
bióticas (C. E., 2000; INAG, 2006). A ocorrência de elevadas densidades fitoplanctónicas 
em massas de água destinadas ao consumo ou a recreio poderá ocasionar situações de risco 
para as populações humanas que as utilizam. Por outro lado, a manutenção de uma 
qualidade ecológica adequada à existência de espécies aquáticas necessita de um estudo 
destas espécies que possibilite uma gestão ambiental de forma a aumentar a qualidade 
ecológica das nossas massas de água (Baptista et al., 2001). A degradação da qualidade da 
água reflecte-se, imediatamente, ao nível das comunidades planctónicas, pelo que o seu 
estudo se torna imprescindível. Em conclusão, enquanto a análise físico-química 
caracteriza a origem das perturbações (presença de elementos poluentes) e informa sobre a 
natureza dos poluentes, a análise biológica permite identificar essas mesmas perturbações 
pelos seus efeitos sobre as comunidades animais e vegetais e avaliar o grau de perturbação, 
dando uma ideia da qualidade global das massas de água (RNDE, 2000 in Sarmento, 
2001).  
Como mecanismo jurídico da União Europeia para manter e melhorar a qualidade 
ecológica das águas doces e costeiras, a DQA sugere programas de monitorização para 
estabelecer as tipologias e as condições de referência para a qualidade das massas de água 
dentro das fronteiras dos Estados-Membros (CCE, 2000). Estes programas de 
monitorização incluem a vigilância trimestral da qualidade dos elementos físico-químicos, 
tais como a salinidade, temperatura, oxigénio e nutrientes, contudo para os elementos de 
qualidade biológica os intervalos de amostragem podem ser muito maiores, como de seis 
meses para o fitoplâncton e três anos para as macroalgas, intertebrados e peixes. No 
entanto, nos locais onde os objectivos ambientais não foram alcançados ou quando as 
razões para o fraco estado ambiental são desconhecidas, os Estados-Membros poderão ter 
necessidade de estabelecer programas de monitorização operacional ou de investigação. A 
directiva obriga os Estados-Membros a apresentarem relatórios sobre o estado das suas 
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massas de água de acordo com um sistema de cinco níveis de classificação (Excelente, 
Bom, Razoável, Medíocre e Mau – Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Sistema de classificação do estado ecológico das massas de água. 
                                  (Adaptado da Directiva Quadro da Água, 2000). 
 
O estado ecológico é expresso a partir de um rácio de qualidade ecológica (RQE) 
entre o valor de referência e o valor medido na massa de água. 
A presente dissertação considera a implementação da DQA para as águas costeiras 
e de transição em Portugal, com referência específica ao fitoplâncton como elemento de 
qualidade biológica nas águas de transição do estuário do Mondego. Segundo a DQA, as 
águas de transição são definidas como massas de água de superfície na proximidade da foz 
dos rios, que têm um carácter parcialmente salgado em resultado da proximidade de águas 
costeiras, mas que são significativamente influenciadas por cursos de água doce (CCE, 
2000). A implementação da DQA em Portugal provém de quatro fases de financiamento 
pelo INAG - Instituto da Água de Portugal que são resumidas em Bettencourt et al., 2004 
do projecto “Typology and Reference Conditions” – TICOR que estabelece a tipologia e as 
condições de referência para as águas de transição e costeiras em Portugal; Ferreira et al., 
2005 do projecto “Monitoring Plan for Water Quality and Ecology for Portuguese 
Transitional and Coastal Waters” – MONAE que institui o Plano de Monitorização da 
qualidade da água e ecologia em águas costeiras portuguesas; Newton et al., 2007 do 
projecto “Reference Conditions and Intercalibration of Portuguese Coastal Waters ” – 
RECITAL que participaram na confirmação das condições de referência e intercalibração 
nas águas portuguesas de transição e costeiras com outros estados membros da União 
Europeia e recentemente o projecto “Avaliação do Estado Ecológico das Massas de Água 
Costeiras e de Transição e do Potencial Ecológico das Massas de água Fortemente 
Modificadas” – EEMA que termina no final de 2011. O principal objectivo deste estudos é 
Excelente 
Bom 
Razoável 
Mau 
Medíocre 
Classificação do estado ecológico 
Em risco 
(medidas) 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 13 - 
garantir que Portugal está em conformidade com a DQA, nas mesmas condições que o seu 
grupo de Intercalibração Geográfica (GIG) dentro da Europa, que no caso de Portugal é o 
Atlântico Nordeste. Estes exercícios de intercalibração com os estados vizinhos são 
essenciais para que as massas de água não sejam classificadas como moderadas ou más, 
pois se tal acontecer terão de ser implementadas medidas para melhorar a qualidade 
ecológica da água o que implicará consequências económicas. No caso de Portugal, estas 
foram estabelecidas na primeira parte do exercício “NE Atlantic Geographical 
Intercalibration Group” – NEA GIG para as águas costeiras (Carletti & Heiskanen, 2009). 
No caso do fitoplâncton, as métricas foram estabelecidas por Newton et al., 2007; Goela et 
al., 2009; Carletti & Heiskanen, 2009 e estão representadas na Tabela I, onde estão 
também incluídos os valores estabelecidos para as classes Excelente/Bom, Bom/Razoável 
e Razoável/Medíocre. 
  Tabela I: Métricas estabelecidas para o fitoplâncton para as águas costeiras portuguesas.  
 
Classes Clorofila (µg L-1) (Biomassa) Abundância Fitoplanctónica (1x10-6 L -1) Composição 
E/B < 8 < 20% Blooms Phaeocystis 
B/R ≥ 8 e <12 20 – 39 % Não aplicável em Portugal 
R/M ≥ 12 40 – 69 %  
 
  (Adaptado de Newton et al., 2007; Goela et al., 2009; Carletti & Heiskanen, 2009). 
 
Recentemente, houve uma repetição (2010-2011) do exercício NEA GIG em que as 
referidas métricas e os respectivos valores foram revistos (Brito et al., 2011). No entanto, 
para o caso das águas de transição essas métricas ainda não tinham sido estabelecidas até à 
actualidade (Brito et al., 2011). Na tabela II e tabela III estão resumidas as métricas para a 
clorofila a e para o fitoplâncton para o estuário do Mondego.  
Tabela II: Condições de referência para a clorofila a (µg L-1), 
valores limite e correspondente rácio de qualidade ecológica (RQE) 
para o rio Mondego de acordo com três classes de salinidade. 
 
Classes de Salinidade 
Classes 
≤ 5 > 5 e ≤ 25 > 25 
 RQE 
Referência 6,67 6,67 6  
E/B 10 10 9 0,67 
B/R 15 15 13,5 0,44 
R/M 22 22 20 0,3 
M/M 33,5 33,5 30 0,2 
 
                                                                  (Brito et al., 2011). 
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Tabela III: Frequências de referência da ocorrência de blooms de 
fitoplâncton (% por ano), valores limite e correspondente rácio de qualidade 
ecológica (RQE) para o rio Mondego de acordo com três classes de 
salinidade.  
 
Classes de Salinidade 
Classes 
≤ 5 > 5 e ≤ 25 > 25 
 RQE 
Referência 16,67 % 16,67 % 16,67 %  
E/B 33,33 % 33,33 % 33,33 % 0,50 
B/R 41,67 % 41,67 % 41,67 % 0,40 
R/M 50,00 % 50,00 % 50,00% 0,33 
M/M 58,33 % 58,33 % 58,33 % 0,29 
                                                      
                                                      (Brito et al., 2011). 
 
Contudo, existe uma escassez de dados das comunidades fitoplanctónicas do Rio 
Mondego, pois apenas começaram a ser abordados no projecto “System dinamic response 
to an ample artificial re-establishment of the upstream connection between the two arms of 
the Mondego estuary (Portugal): Implications for recovery, ecological quality status, and 
management” – RECONNECT e no projecto EEMA. A classificação de qualquer massa de 
água na classe de Bom/Razoável ou abaixo desta tem uma consequência económica 
bastante elevada e implicações legais que poderiam até ser contestadas em tribunal. Um 
dos principais objectivos do projecto da União Europeia “Water Bodies in Europe: 
Integrative System to assess Ecological Status and Recovery” – WISER consiste em 
identificar os erros que poderiam contribuir para uma má classificação das massas de água 
e, assim, prestar assessoria aos Estado-Membros de forma a reduzir esses erros, 
inclusivamente nas águas de transição.  
1.4. Objectivos 
 
Apesar de os estudos já efectuados sobre as comunidades fitoplanctónicas como 
Domingues, 2010; Moita & Vilarinho, 1999; Fragoso et al., 2010, em relação ao estuário 
do rio Mondego estes ainda são muito restritos. Assim, os principais objectivos deste 
trabalho são: 
a) Contribuir para a informação sobre a comunidade fitoplanctónica do estuário do 
rio Mondego que é bastante limitada para um rio português de extrema importância; 
b) Contribuir para a avaliação do fitoplâncton como elemento de qualidade 
biológica segundo a Directiva-Quadro da Água, nas águas de transição do rio Mondego; 
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c) Avaliar as potenciais fontes de incerteza na variação dos parâmetros físico-
químicos e biológicos em condições oligohalinas, mesohalinas e polihalinas no estuário do 
Mondego. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. Caracterização e descrição da área de estudo 
2.1.1. Estuário do Mondego 
 
O Rio Mondego é o maior rio português que se desenvolve, integralmente, em 
território nacional situa-se nos paralelos 40º 06’ N e 40º 09’ N e nos meridianos 8º 46’ 
W e 8º 52’ W, drena uma bacia hidrológica de cerca de 6670 km2. O estuário do 
Mondego tem uma área de 3,4 km2, uma profundidade média de cerca de 2 m e uma 
profundidade típica de cerca de 4 m nas zonas subtidais. A deposição de sedimentos na 
zona mais próxima da foz  levou à formação de uma ilha que individualiza dois braços – 
braço Norte e braço Sul – cerca de 7 km de comprimento (Figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 Figura 3 – Enquadramento geográfico do estuário do Mondego (Figueira da Foz) e localização do 
braço Norte e Sul do estuário (Fonte: Google Earth). 
 
O braço Norte, com profundidades máximas de 10 m, é o mais profundo e mais 
dinâmico, enquanto o canal Sul está parcialmente assoreado, particularmente nas zonas 
de montante. Como consequência das diferenças morfológicas e propagação de maré 
muito diferente nos dois canais, o nível pode atingir os 5 m em preia-mar no canal 
Figueira da Foz 
braço Sul 
braço Norte 
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Norte, enquanto que no canal Sul não ultrapassa os 4 m (Marques, 1990 in Maretec, 
2002; Marques et al., 2006). O nível da maré na embocadura tem uma variação idêntica 
à de outros estuários portugueses, variando entre 0,35 e 3,3 m, com uma semi-amplitude 
média na ordem de 1 m. O caudal médio do rio é de 79 m3 s-1. Em anos húmidos o 
caudal médio pode ultrapassar os 140 m3 s-1 e em anos secos pode ser inferior a 27 m3 s-
1
. Os tempos de residência foram estimados em dois dias no braço Norte e são um 
pouco superiores no braço Sul. A Tabela IV resume as características físicas do estuário 
do Mondego (Maretec, 2002). 
Tabela IV: Síntese dos parâmetros físicos 
do estuário do Mondego. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Fonte: Maretec, 2002). 
 
Embora com especificidades intra-regionais, o Baixo Mondego e a sua zona 
costeira têm um clima mediterrânico, ainda que com vincada feição atlântica. O carácter 
mediterrânico exibe-se plenamente nos verões quentes e secos, enquanto a influência 
oceânica varre a região até à barreira orográfica da Cordilheira Central. No inverno, 
acentua-se o regime torrencial do rio Mondego e dos seus tributários, por vezes, com 
cheias (Ribeiro, 2005). O rio nasce na Serra da Estrela, a 1525 m de altitude, e percorre 
Parâmetro físico Valor 
Comprimento e largura (km) 
 
 
10 – 0,3 
Área (km2) 
 
 
3,4 
Profundidade média (m) 
 
 
2 
Variação do nível de maré (m) 
 
 
0,35 – 3,3 
 
Área da bacia hidrográfica (km2) 
 
 
6670 
 
Caudal do rio (m3 s-1) 
 
270 
Tempo de residência (dias) 
 
 
2 
Temperatura (ºC) 
(máximo e mínimo anuais) 
 
7 - 32 
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cerca de 232 km, na direcção Nordeste-Sudeste, até desaguar no Oceano Atlântico junto 
à Figueira da Foz, sendo os seus afluentes mais importantes os rios: Dão, Alva, Ceira, 
Arunca e Pranto (Baptista et al., 2001). Ao longo do seu percurso e de acordo com a 
ocorrência de diferentes tipos de paisagem podem identificar-se as seguintes unidades: 
Alto Mondego – área da bacia inserida no maciço da Serra da Estrela onde o rio corre 
ao longo de vales glaciares e que corresponde à zona mais montanhosa e acidentada de 
toda a bacia hidrográfica; Médio Mondego – área da bacia entre as faldas da Serra da 
Estrela e Coimbra onde o rio corre entre vales encaixados e onde afluem os rios Dão, 
Alva e Ceira e Baixo Mondego – troço final a jusante de Coimbra, mais plano, de vales 
abertos e de planícies, onde afluem os rios Arunca e Pranto (Baptista et al., 2001). 
A zona estuarina, com um elevado interesse ecológico, devido à sua 
biodiversidade, localiza-se no concelho da Figueira da Foz, apresentando uma área de 
aproximadamente 1200 ha. Nessa área, situa-se a bifurcação dos seus braços (norte e 
sul), separados pela ilha da Murraceira, cerca de 7,4 km da foz, que vão confluir 1,3 km 
a montante da embocadura do estuário. Estes dois braços apresentam características 
hidrográficas muito diferentes e uma geomorfologia em permanente mutação, devida à 
acção contínua da maré e, sazonalmente, aos elevados caudais de cheia do rio Mondego 
(Duarte et al., 2008). 
Os regimes hidrodinâmicos dos dois braços do estuário são completamente 
distintos. No braço Norte prevalece o fluxo fluvial, diminui a salinidade média 
superficial e no verão apresenta uma cunha salina pouco pronunciada. No braço Sul, a 
entrada de água doce é muito reduzida, daí que este sector tenha um comportamento 
mais aproximado ao de uma laguna costeira, sujeito ao ciclo diário das marés (Ribeiro, 
2005). A diferença de profundidade entre os dois braços determina uma propagação 
mais rápida da maré no braço Norte, provocando aí variações (diárias) de salinidade 
mais acentuadas (Duarte et al., 2008). 
O estuário do Mondego, à semelhança de outros sistemas afins, encontra-se sob 
uma forte pressão antropogénica. As actividades nele exercidas reflectem-se na sua 
qualidade ambiental (Marques, 1989). Desde a década de 1960, o regime hidrológico do 
rio Mondego era extremamente irregular, pelo que ocorriam inundações frequentes, 
especialmente na extensa planície aluvial da região do Baixo Mondego, de forte 
potencial agrícola (Marques et al., 1999). Procedeu-se então à regularização dos seus 
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caudais, construíndo-se diversas barragens e confinando-se o trajecto do rio, entre 
Coimbra e Figueira da Foz, num leito artificial. Estas medidas contribuíram para o 
desenvolvimento da região, mas originaram diversas perturbações a nível ambiental, 
incluíndo os caudais do rio e as dimensões do próprio estuário (Marques, 1989). A norte 
do estuário situa-se a Figueira da Foz, um importante centro urbano, que acolhe um 
porto comercial de vital importância regional (Marques et al., 1999). O funcionamento 
deste porto é um dos factores que mais tem gerado alterações na estrutura do estuário e 
na faixa litoral adjacente (Cunha et al., 1997). A necessidade de ampliar e restruturar as 
instalações portuárias de forma a permitir receber mais e maiores navios, assim como 
para manter as condições de navegação do estuário, têm feito com que o braço Norte 
seja dragado com alguma frequência. Para além de uma perturbação física dos fundos, 
as dragagens causam também uma ressuspensão dos sedimentos na coluna de água 
(Marques et al., 1993). 
A Ilha da Murraceira foi uma planície lodosa intertidal até ao século XVI, altura 
em que começaram a surgir as primeiras saliniculturas, uma actividade não poluente, 
que se tornou típica na região (Cunha et al., 1997). Através do rio Pranto são lançadas 
para o estuário do Mondego importantes quantidades de fertilizantes. O caudal deste rio 
é controlado por um sistema de comportas, situado a 3 km da sua confluência com o 
braço Sul, as emissões destas águas fluviais têm sido responsáveis pela eutrofização, 
que se tem vindo a verificar, durante as últimas décadas (Martins et al., 2001). 
Nas águas do estuário são também, frequentemente, lançados efluentes de 
algumas indústrias (estaleiros de construção naval e o canal de armazéns localizado no 
braço Sul), que têm surgido ao longo das suas margens (Pardal, 1998) (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Ocupação territorial ao longo do estuário do Mondego. 
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2.1.2. Estratégia e método de amostragem 
 
A campanha de amostragem “WISER - Water Bodies in Europe: integrative sys-
tems to assess ecological status and recovery” foi realizada em baixa-mar durante os 
dias 15, 16 e 17 de Setembro de 2009 no estuário do Mondego, ao longo do braço Norte 
(Figura 5). Para a determinação das estações de amostragem foram feitas investigações 
prévias com base em estudos de vários anos, tendo em conta as salinidades com a 
finalidade de determinar estações de amostragem representativas de cada zona salina do 
estuário. Assim, no dia 15, foi realizada a amostragem na estação 23 com condições 
oligohalinas, no dia 16 a estação 18, de condições mesohalinas, e por fim, no dia 17 a 
estação 12 com condições polihalinas. Em cada estação, foi realizada uma amostragem 
em três locais distintos (estações de larga escala representadas pelos pontos vermelhos 
na Figura 6) com as distâncias de, aproximadamente, 2-300 m. Em cada um desses três 
pontos recolheu-se água em mais quatro locais (estações de pequena escala 
representados pelos pontos verdes na Figura 6) com cerca de 20 m de distância (Figura 
6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                
 
Figura 5 – Localização das estações de amostragem no estuário do Mondego: Estação 23 - 
   Oligohalina, Estação 18 - Mesohalina e Estação 12 - Polihalina (Fonte: Google Earth). 
Estação 18 
Estação 23 Estação 12 
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Figura 6 – Esquema representativo de cada estação de amostragem (oligohalina, 
mesohalina e polihalina), em que os pontos a vermelho representam os locais de larga 
escala e os locais de pequena escala são representados pelos pontos verdes. 
 
As amostras de água foram recolhidas com uma garrafa de Niskin 0,5 m abaixo 
da superfície e junto ao fundo (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
                                              Figura 7 – Recolha das amostras de água 
(superfície e fundo) com a garrafa de 
Niskin.  
 
 
Na figura 8 estão representadas as amostras recolhidas em cada estação de 
amostragem. 
 
 
 
 
 
2-300 m 
20 m 
A 
C 
B 
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Figura 8 – Esquema representativo das amostras recolhidas em cada 
estação de amostragem. 
 
As amostras obtidas para a determinação de clorofila a foram mantidas no frio e 
no escuro (geleira) até serem filtradas, o que não ultrapassou as 6-8 horas. 
2.1.3. Determinação de clorofila a por espectrofotometria  
 
As amostras recolhidas para a determinação de clorofila a (Anexo I) foram 
filtradas, centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos e lidas no espectrofotómetro 
(Figura 9).  
 
 
 
 
 
    
 
Figura 9 – a) Filtração das amostras com o auxílio da rampa de filtração e da bomba de vácuo; 
b) Centrifugação das amostras a 3000 rpm durante 10 minutos (P Selecta Centro 8-BL) e c) 
Leitura das amostras no espectrofotómetro (Thermo Electron Corporation Heλ105α). 
 
A determinação da clorofila a foi efectuada segundo o método e a equação de 
acordo com Lorenzen (1967): 
 
A B C 
Fitoplâncton 
Clorofila a 
     - 3 amostras 
 
- 3 amostras pela rede 20 µm 
 
     - 1 amostra fundo 
    - 3 amostras 
 
- 1 amostra fundo 
a) b) c) 
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        Clorofila a (µg L-1) = A * K [( A664 – A750) – (A664a – A750a)] * v 
                               V * L 
 
Em que: 
             A = 11,4 
             K = factor destinado a restabelecer a concentração inicial em clorofila a a partir 
da redução da absorvância, = R/(R-1), ou seja, 2,25 
             v =  volume de acetona usado para a extracção (ml) 
             V = volume de água filtrado (L) 
             L = passo óptico da “cuvette”  
2.1.4. Determinação da Abundância Microfitoplanctónica 
 
A abundância microfitoplanctónica foi determinada através do método de 
Utermöhl, 1958 (Anexo II). As amostras recolhidas para fitoplâncton foram, 
imediatamente após a colheita, preservadas com solução de lugol neutro na razão de 0,5 
ml por cada 100 ml de amostra (Lund et al., 1958). Posteriormente, foram sedimentadas 
em câmaras de 5 e 25 ml por períodos de 24 horas, sendo contados e identificados os 
organismos de tamanho superior a 20 µm num microscópio de inversão (Zeiss Axiovert 
25) com contraste fase usando uma ampliação de 400x, com uma máquina fotográfica 
(Canon EOS 500D) acoplada (Figura 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 – a) Preservação das amostras com lugol neutro; b) Sedimentação das amostras em 
câmaras de sedimentação de 5 e 25 ml e c) Observação dos organismos ao microscópio de inversão 
(Zeiss Axiovert 25) com contraste fase e câmara fotográfica (Canon EOS 500D). 
 
a) 
b) c) 
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As células fitoplanctónicas foram, sempre que possível, identificadas até à 
espécie por contagem de um mínimo de 20 campos aleatórios e de pelo menos 300 
células no total (pela dificuldade em obter organismos e o mau estado das células), 
tendo assim um erro do limite de confiança de 95% de 11,55, o erro da estimativa 
populacional irá progressivamente diminuir com o aumento do número de células 
contadas (Helcom, 1988). A identificação das células (Figura 11, 12, 13 e 14) foi 
realizada através de bibliografia especializada para cada grupo.  
 
 
 
 
 
  
Figura 11 – Exemplos de diatomáceas cêntricas identificadas nas amostras: a) Coscinodiscus sp.; b)                
Melosira moniliformis e c) Odontella sp.. 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 12 – Exemplos de diatomáceas pinuladas identificadas nas amostras: a) 
Diploneis sp.; b) Asterionella formosa e c) Navicula sp.. 
 
 
 
 
 
 
           
Figura 13 – Exemplos de clorófitas identificadas nas amostras: a) Staurastrum sp.; b) 
Pediastrum duplex e c) Scenedesmus sp.. 
a) b) 
c) 
a) b) 
c) 
a) b) 
c) 
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 Figura 14 – Exemplos de dinoflagelados identificados nas amostras: a) 
Protoperidinium divergens; b) Gyrodinium sp. e c) Polykrikos sp.. 
 
A partir dos dados obtidos foram calculadas abundâncias para cada taxon, 
segundo a equação: 
 
                                        Abundância (cél.L-1) =   X * A * d      
                                                                      a * n * v 
Em que: 
              X = número de células contadas 
              A = área da câmara de sedimentação (mm2) 
              d = factor de diluição 
              a = área do campo de contagem (mm2) 
              n = número de campos contados 
              v = volume de amostra sedimentado (L)   
2.1.5. Análise de pigmentos 
 
Para a análise dos pigmentos, foram filtrados 150 ml de amostra através de um 
filtro de fibra de vidro Whatman GF/F de 25 mm de diâmetro (Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                                                                       Figura 15 – Filtração das amostras de água 
para a análise de pigmentos. 
a) b) c) 
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  Após a filtração, os filtros foram imediatamente congelados em azoto líquido e 
enviados em gelo seco para análise na Aarhus University, Dinamarca. A análise dos 
pigmentos por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) foi efectuada 
segundo Wright et al., 1991 (Anexo III).   
2.1.6. Análise Estatística (para todas as estações do projecto 
WISER) 
 
Os dados recolhidos das diversas zonas costeiras europeias que participaram no 
projecto WISER estão representados na Tabela V. No entanto, é de salientar que o 
estuário do Mondego é o único sistema considerado como águas de transição. Os dados 
destes locais têm sido utilizados para identificar as fontes de incerteza no estudo das 
comunidades fitoplanctónicas que afectam o estabelecimento do limite das classes para 
o fitoplâncton como elemento de qualidade biológica. 
Tabela V: Número de estações de amostragem e parâmetros medidos para cada massa de água, em que 
os “-“ significam que não foram feitas análises e os “+” que foram efectuadas análises. 
 
Massas de Água Localização Nº 
Estações 
Pigmentos 
Clorofila 
a 
Contagem 
células 
Baía Helsinki Sul da Finlândia 4 - + + 
Lagoa Lesina 
Costa da região de Puglia,  
Sudeste de Itália 
3 + - + 
Mallorca 
Nordeste da costa de 
Maiorca 
3 + - + 
Mompás-Pasaia 
Costa da região Basca, 
 Norte de Espanha 
3 - - + 
Estuário 
Mondego 
Noroeste da costa de 
Portugal 
9 + - - 
Fiord Oslo Costa Sudeste da Noruega 3 + - - 
Baía Varna Costa Búlgara do Mar Negro 8 + - + 
 
            (Adaptado de Dromph et al., 2011). 
 
 
Os modelos foram parametrizados utilizando os procedimentos MIXED do 
pacote de software estatístico SAS/STAT 9.2 (Anexo IV) (SAS Institute Inc., 2009; 
Dromph et al., 2011). 
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CAPÍTULO 3 
 
 
Resultados 
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RESULTADOS 
3.1. Temperatura e Salinidade 
 
As temperaturas registadas apresentam uma amplitude térmica de 6,3ºC. Na 
estação oligohalina registou-se uma temperatura de 22ºC, na estação mesohalina uma 
temperatura de 20ºC e a temperatura para a estação polihalina foi de 16ºC (Tabela VI). 
Em relação às salinidades, as estações de amostragem (oligohalina, mesohalina e 
polihalina) foram pré-definidas tendo em conta vários anos de amostragens no estuário 
do Mondego, no entanto os valores medidos durante esta campanha não corresponderam 
às zonas pré-definidas. Assim, a estação pré-definida como oligohalina (salinidades 0,5-
5) apresenta uma salinidade média de 6,5 o que já seria considerada uma zona 
mesohalina (salinidades 5-18) e na estação polihalina obteve-se uma salinidade média 
de 34 o que já seria uma zona euhalina (salinidades 30-35) (Figura 1 e Tabela VI). 
Todavia, serão consideradas as zonas tendo em conta as salinidades definidas ao longo 
de vários anos de estudo. 
Tabela VI: Dados de temperatura e salinidade das amostras de superfície 
(estação 23 - oligohalina, estação 18 - mesohalina e estação 12 - 
polihalina) do estuário do Mondego. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Temperatura 
(ºC) 
Salinidade Salinidade  
Média 
A  22,5 6 
B  22,3 6,5 
Oligohalina 
#23 
C 22,0 7 
6,5 
 
  
   
A 20,6 15 
B  20,4 18 
Mesohalina 
#18 
C  20,2 20 
 
17,6 
 
  
   
A 16,5 33 
B 16,5 34 
Polihalina 
#12 
C 16,2 35 
34 
Mesohalina 
Mesohalina 
Euhalina 
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3.2. Nutrientes 
 
 Os silicatos foram o nutriente que apresentou maiores concentrações no estuário 
(1,6 mg Si L-1), sobretudo nas estações oligohalinas e mesohalinas, diminuindo as suas 
concentrações à medida que nos aproximamos do mar (0,3 mg Si L-1). As concentrações 
de nitratos também foram decrescendo com a sua proximidade ao mar. A amónia 
registou concentrações de 0,2 mg N L-1 nas estações oligohalinas e de 0,07 mg N L-1 nas 
estações polihalinas. Os nitritos e fosfatos foram os nutrientes que ocorreram em 
menores concentrações 0,04 mg N L-1 e 0,03 mg P L-1, respectivamente. No geral, os 
nutrientes diminuíram as suas concentrações ao longo do estuário, ou seja, para jusante 
(Figura 16). 
Figura 16 – Concentrações de fosfatos (mg P L-1), silicatos (mg Si L-1), nitratos, nitritos e amónia 
(mg N L-1) na estação 23 - oligohalina, 18 - mesohalina e 12 - polihalina do estuário do Mondego, 
(Dados cedidos pelo IMAR - Instituto do Mar, Coimbra). 
3.3. Clorofila a 
 
 Nas estações oligohalinas, os valores de clorofila a fraccionada pela rede de 20 
µm foram inferiores aos valores de clorofila a total, com excepção das amostras do 
conjunto B, em que se registou um pico de 11,03 µg L-1 de clorofila a total na amostra 
de fundo. Para as estações mesohalinas, os valores de clorofila a total variaram entre 
0,51 e 4,10 µg L-1, estes valores encontram-se todos acima dos valores de clorofila a 
fraccionada pela rede de 20 µm à excepção da amostra A(LS)#1 (a) que é ligeiramente 
menor. Em relação às estações polihalinas, os valores de clorofila a total variam entre 
0,77 e 3,08 µg L-1 com um pico de 6,16 µg L-1 na amostra de fundo do conjunto B. 
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Apenas os valores de clorofila a total das amostras A(LS)#2, B(LS)#2 e C(LS)#2 são 
superiores aos valores de clorofila a fraccionada com a rede de 20 µm, para as restantes 
amostras não existe uma relação entre os valores de clorofila a e de clorofila a 
fraccionada com a rede de 20 µm. No geral, as estações oligohalinas foram as que 
registaram valores de clorofila a mais elevados e as estações polihalinas os menores 
valores (Figura 17).         
Estação 23 - Oligohalina
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Estação 18 - Mesohalina
0
2
4
6
8
10
12
A (
LS
)#1
 
(a)
A (
LS
)#1
 
(b)
A#
1 2
0 m
icr
a 
(a)
A#
1 2
0 m
icr
a 
(b)
A  
(LS
)#2
 
A#
2 2
0 m
icr
a
A (
LS
) #2
 
De
pth
B (
LS
)#1
 
(a)
B (
LS
)#1
 
(b)
B#
1 2
0 m
icr
a 
(a)
B#
1 2
0 m
icr
a 
(b)
B  
(LS
)#2
B#
2 2
0 m
icr
a
B (
LS
) #2
 
De
pth
C (
LS
)#1
 
(a)
C (
LS
)#1
 
(b)
C#
1 2
0 m
icr
a 
(a)
C#
1 2
0 m
icr
a 
(b)
C  
(LS
)# 2
C#
2 2
0 m
icr
a
C (
LS
) #2
 
De
pth
Cl
o
ro
fil
a 
a 
(µg
 
L-
1 )
A B C
 
Estação 12 - Polihalina
0
2
4
6
8
10
12
A (
LS
)#1
 
(a)
A (
LS
)#1
 
(b)
A#
1 2
0 m
icr
a 
(a)
A#
1 2
0 m
icr
a 
(b)
A  
(LS
)#2
 
A#
2 2
0 m
icr
a
A 
(LS
) #2
 
De
pth
B (
LS
)#1
 
(a)
B (
LS
)#1
 
(b)
B#
1 2
0 m
icr
a 
(a)
B#
1 2
0 m
icr
a 
(b)
B  
(LS
)#2
B#
2 2
0 m
icr
a
B 
(LS
) #2
 
De
pth
C (
LS
)#1
 
(a)
C (
LS
)#1
 
(b)
C#
1 2
0 m
icr
a 
(a)
C#
1 2
0 m
icr
a 
(b)
C  
(LS
)# 2
C#
2 2
0 m
icr
a
C (
LS
) #2
 
De
pth
Cl
o
ro
fil
a 
a
 
(µg
 
L-
1 )
A B C
 
Figura 17 – Concentração de clorofila a (µg L-1) na estação 23 - oligohalina, 18 - mesohalina e 12 - 
polihalina do estuário do Mondego. As barras azuis representam a clorofila a total, as barras 
cinzentas clorofila a fraccionada com a rede de 20 µm e as barras castanhas a clorofila a das 
amostras de fundo. 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 32 - 
Para a estação oligohalina, os valores de clorofila a por espectrofotometria 
variaram entre 2,05 e 11,03 µg L-1, sendo na maioria superiores aos obtidos por HPLC 
(High Performance Liquid Chromatography) que oscilaram entre 2,59 e 6,66 µg L-1, 
apenas na amostra A(LS)#2 os valores dos dois métodos foram bastante semelhantes 
como seria esperado. Na amostra B(LS)#2 Depth, registou-se um pico de 11,03 µg L-1 
pela determinação por espectrofotometria. Na estação mesohalina, os valores de 
clorofila a por espectrofotometria variaram entre 0,51 e 4,10 µg L-1 e por HPLC entre 
0,56 e 4,04 µg L-1, sendo este último método o que apresenta na maioria os valores mais 
elevados. Para a estação polihalina, os teores de clorofila a por espectrofotometria 
estiveram entre 0,51 e 6,16 µg L-1 enquanto que por HPLC variaram entre 0,86 e 2,41 
µg L-1. Os conjuntos de amostras A e C foram os que apresentaram os valores dos dois 
métodos mais semelhantes, havendo um pico de 6,16 µg L-1 por espectrofotometria na 
amostra B(LS)#2 Depth. Em suma, foi na estação polihalina que houve menor 
discrepância nas concentrações de clorofila a comparando os dois métodos: 
espectrofotometria e HPLC. Na estação oligohalina foi onde ocorreram as 
concentrações de clorofila a mais elevadas enquanto que a estação polihalina foi onde 
se obteve as menores concentrações. No geral, os teores de clorofila a total foram 
superiores aos de clorofila a fraccionada pela rede de 20 µm para qualquer um dos 
métodos (Figura 18). 
 
Estação 23 - Oligohalina
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Estação 18 - Mesohalina
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Estação 12 - Polihalina
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Figura 18 – Comparação dos teores de clorofila a (µg L-1) por espectrofotometria (barras azuis) 
e HPLC (barras vermelhas) na estação 23 - oligohalina, 18 - mesohalina e 12 - polihalina do 
estuário do Mondego, (Os dados de clorofila a por HPLC foram cedidos por Peter 
Henriksen, Department of Marine Ecology, National Environmental Research Institute, 
Aarhus University, Dinamarca).  
 
3.4. Abundância Microfitoplanctónica 
 
 Na estação oligohalina, as abundâncias microfitoplanctónicas variaram entre 155 
e 793,5 células/ml, as amostras do grupo C foram as que registaram menores 
abundâncias. A estação mesohalina registou abundâncias entre 86 e 286,03 células/ml, 
não havendo grandes variações entre os três conjuntos de amostras (A, B e C). Em 
relação à estação polihalina, as abundâncias oscilaram entre 48 e 752,14 células/ml, 
ocorrendo dois picos de 673,66 e 752,14 células/ml nas amostras de fundo 
(A(LS)#Depth e C(LS)#Depth). No geral, para as mesmas amostras (LS)#2 de cada 
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estação as abundâncias do segundo observador foram todas inferiores às do observador 
principal. As abundâncias microfitoplanctónicas mais elevadas ocorreram na estação 
oligohalina e as menores na estação polihalina, à excepção das amostras de fundo 
(LS)#Depth que registaram valores superiores na estação mesohalina (Figura 19). 
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Estação 18 - Mesohalina
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Estação 12 - Polihalina
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Figura 19 – Abundância do microfitoplâncton (células/ml) na estação 23 - oligohalina, 18 - 
mesohalina e 12 - polihalina do estuário do Mondego. As barras azuis escuras representam o 
microfitoplâncton de tamanho > 20 µm, as barras azuis claras o microfitoplâncton contado e 
identificado por um segundo taxonomista (> 20 µm) e as barras castanhas o microfitoplâncton das 
amostras de fundo, (Os dados do segundo taxonomista ((LS)#2 2.º OBS) foram processados por 
Cristina Costa da AquaExam, Universidade do Algarve). 
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 Analisando as abundâncias microplanctónicas por taxa, observa-se que na 
estação oligohalina identificou-se, essencialmente, diatomáceas (Bacillariophyta) e 
clorófitas (Chlorophyta). Para a zona mesohalina observou-se maior distribuição dos 
taxa do microfitoplâncton, tais como: diatomáceas (Bacillariophyta), criptofíceas 
(Cryptophyta), dinoflagelados (Dinophyta) e clorófitas (Chlorophyta). Finalmente, na 
estação polihalina observaram-se na maioria diatomáceas (Bacillariophyta) (Figura 20). 
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Estação 18 - Mesohalina
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Estação 12 - Polihalina
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Figura 20 – Abundâncias do microfitoplâncton por taxa (células/ml) na estação 23 - 
oligohalina, 18 - mesohalina e 12 - polihalina do estuário do Mondego, (Os dados do 
segundo taxonomista (2.º Obs) foram processados por Cristina Costa da AquaExam, 
Universidade do Algarve). 
 
Na Figura 21 podemos observar que, ao longo do Mondego, as percentagens dos 
taxa de microfitoplâncton vão variando consoante a zona do estuário. Assim na zona 
oligohalina registou-se 42% de diatomáceas (Bacillariophyta), 35% de clorófitas 
(Chlorophyta), 13% de critptófitas (Cryptophyta) e 10% de dinoflagelados (Dinophyta). 
Para a zona mesohalina, observou-se 54% de diatomáceas (Bacillariophyta), 18% de 
criptófitas (Cryptophyta), 11% de dinoflagelados (Dinophyta), 10% de clorófitas 
(Chlorophyta), 6% de euglenófitas (Euglenophyta) e 1% de prasinófitas (Prasinophyta). 
Na última estação considerada polihalina, houve uma grande maioria de diatomáceas 
(80% Bacillariophyta), seguindo-se 9% de clorófitas (Chlorophyta), 5% de 
dinoflagelados (Dinophyta), 4% de criptófitas (Cryptophyta) e apenas 2% de 
euglenófitas (Euglenophyta).  
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Figura 21 – Distribuição dos taxa de microfitoplâncton (%) nas estações 23 - oligohalina, 18 - mesohalina 
e 12 - polihalina ao longo do estuário do Mondego. 
 
 Na Figura 22, podemos observar que os teores de clorofila a por 
espectrofotometria e as abundâncias microfitoplanctónicas são, de um modo geral, 
inversamente proporcionais, ou seja, quando as abundâncias aumentam a clorofila a 
diminiu, com excepção das amostras de fundo em que a clorofila a aumentou com o 
aumento das abundâncias microfitoplanctónicas. 
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Figura 22 – Comparação dos teores de clorofila a (µg L-1) por espectrofotometria com as abundâncias 
microfitoplanctónicas (cél/ml) na estação oligohalina, mesohalina e polihalina. 
O seguinte dendograma (Figura 23) representa a similaridade dos teores de 
clorofila a por espectrofotometria com as abundâncias de microfitoplâncton de todas as 
amostras. Assim, podemos observar que existe uma similaridade de 75% nas amostras 
fraccionadas pela rede de 20 µm estando os conjuntos A e B agrupados, as amostras 
totais também estão agrupadas com uma similaridade de quase 70% enquanto as 
amostras de fundo apenas têm uma similaridade de 62%, pois a amostra B(LS)#2 Depth 
não pertence ao mesmo grupo das outras duas amostras de fundo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23 – Dendograma de similaridades das amostras, relacionando os teores de clorofila a 
por espectrofotometria com as abundâncias microfitoplanctónicas (Primer v6, 2006; Primer, 
2001). 
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3.5. Fontes de Incerteza 
3.5.1. Concentrações de pigmentos  
 
 A variação nas concentrações de pigmentos é explicada por cada um dos 
componentes de variância que estão enumerados na Tabela VII. A principal proporção da 
variação entre as medidas de pigmentos é explicada pela variação entre as estações 
(variação de 10-68%) seguida pela variação entre as massas de água (6-52%). A 
divergência entre os dois pigmentos diatoxantina e neoxantina é causada por uma elevada 
variabilidade entre as massas de água das amostras das estações para cada pigmento, 
respectivamente, Baía Varna e Estuário do Mondego. Para a clorofila a medida nas 
amostras por CTD (Conductivity, Temperature and Depth) mais de 90% da variação foi 
explicada ao nível da estação. No entanto, os dados para este parâmetro só estavam 
disponíveis a partir de uma única massa de água (Baía Helsinki), pois a variação entre as 
massas de água não pôde ser avaliada (Dromph et al., 2011). 
Tabela VII: Estimativas percentuais da variância total de pigmentos em um modelo hierárquico 
de efeito misto, em que o “-“ significa que não existem dados. 
 
Pigmentos Massas de Água Estações Amostras Sub-Amostras Residual 
Amostras Garrafas Niskin      
Aloxantina 19,13 68,98 0,00 7,99 3,91 
Clorofila a 11,48 67,58 0,00 0,00 20,94 
Clorofila b 17,21 74,80 0,00 0,00 7,99 
Clorofila C1, C2 11,19 66,34 0,00 0,00 22,47 
Diadinoxantina 7,66 68,48 0,00 0,00 23,86 
Diatoxantina 6,44 37,70 0,00 53,04 2,82 
Fucoxantina 52,58 43,65 0,00 0,00 3,77 
Luteína 10,68 48,72 0,00 0,00 40,61 
Neoxantina 19,65 10,12 67,87 0,00 2,36 
Peridinína 6,31 66,27 0,00 0,00 27,42 
Zeaxantina 51,06 39,58 1,54 7,36 0,46 
9-But-Fucoxantina 0,00 60,50 0,00 0,00 39,50 
Β-Caroteno 22,90 65,01 2,29 0,00 9,79 
 
     
Amostras CTD      
Clorofila a - 93,87 0,33 1,38 4,43 
 
                                                           (Adaptado de Dromph et al., 2011). 
 
3.5.2. Número de taxa e abundância fitoplanctónica  
 
 A variação no número de taxa e no número total de células é explicada pelos 
componentes de variância listados na Tabela VIII. A principal proporção da variação entre 
os números de taxa registados foi explicada pela variação das massas de água (83%), 
seguida pela variação dos taxonomistas (2%). Para a abundância fitoplanctónica (número 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 40 - 
de células L-1) registada a tabela foi revertida, pois a principal proporção da variação entre 
as abundâncias fitoplanctónicas foi explicada pela variação entre os taxonomistas que 
contaram as amostras (55 %), seguida pela variação das massas de água (10%) (Dromph et 
al., 2011). 
Tabela VIII: Estimativas percentuais da variância total do número de taxa e abundâncias fitoplanctónicas 
totais em um modelo hierárquico de efeito misto. 
 
Variáveis Massas de Água Estações Amostras Sub-Amostras Taxonomistas Residual 
Números de 
taxa 
83,07 0,00 0,00 0,00 1,55 15,38 
Abundância 
Total 
10,17 0,46 0,00 0,00 34,70 54,67 
 
(Adaptado de Dromph et al., 2011). 
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DISCUSSÃO 
 
 A temperatura da água é considerada um dos importantes parâmetros na dinâmica 
das comunidades aquáticas (Boney, 1989). No presente estudo, este parâmetro variou 
inversamente proporcional à salinidade, pois ao longo do estuário do Mondego observou-
se uma diminuição da temperatura da estação oligohalina (#23) para a estação polihalina 
(#12) acompanhada de um aumento de salinidade. As zonas perto da embocadura sofrem 
uma maior influência das águas oceânicas adjacentes, apresentando valores de temperatura 
mais baixos que as águas de origem fluvial. Por isso, à medida que nos afastamos da 
embocadura do estuário do rio Mondego, a influência da água de proveniência marinha vai 
diminuindo, resultando no aumento da temperatura nas estações situadas mais a montante. 
Os sistemas estuarinos são ambientes amplamente dinâmicos, estando sujeitos a uma 
grande variação dos parâmetros físico-químicos, onde a salinidade muda constantemente 
(Elliott et al., 2002). São sistemas ecológicos únicos que apresentam características 
fundamentais para o ciclo de vida de várias espécies de organismos, tornando-se áreas 
preferenciais para a formação de núcleos urbanos pela sua fácil exploração e pelos seus 
diversos recursos (Silva & Koening, 1993). As salinidades medidas durante a campanha de 
amostragem foram mais elevadas que as estipuladas para cada zona do estuário, podendo 
isto dever-se, provavelmente, a uma propagação rápida da maré, provocando variações 
(diárias) mais acentuadas de salinidade (Duarte et al., 2008). 
 O estuário do Mondego tem sido largamente descrito do ponto de vista da dinâmica 
de nutrientes (Lillebø, 2000; Azeiteiro & Marques, 2000) e da composição das 
comunidades de invertebrados estuarinos (Azeiteiro & Marques, 1999; Marques et al., 
1997). Os estuários são na maioria ricos em nutrientes, sendo estes continuamente 
fornecidos pelos rios, mar e pela terra adjacente. A disponibilidade dos nutrientes é, 
normalmente, considerada como o principal factor que regula o crescimento do 
fitoplâncton, biomassa e composição das espécies (Roelke et al., 1999). A rápida entrada 
de nutrientes e minerais proveniente das actividades humanas provoca alterações na 
estrutura das comunidades biológicas observadas no plâncton através da substituição de 
espécies, aumento da biomassa e diminuição da diversidade específica (Persich et al., 
1996). Segundo Duarte et al., 2008, as concentrações de nutrientes são influenciadas pela 
mistura das águas estuarinas com as massas hídricas adjacentes (fluvial e marinha) e pela 
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dinâmica ao nível da fronteira sedimento-água. No caso do estuário do rio Mondego, além 
das actividades portuária, balnear, industrial e a exploração de recursos marinhos, a 
orizicultura (arrozais) surge como a actividade agrícola intensiva mais relevante no Baixo 
Mondego, originando uma entrada significativa e não controlada de nutrientes e pesticidas 
nas águas estuarinas por lixiviação dos terrenos agrícolas adjacentes. Além disso, a cidade 
da Figueira da Foz constitui um importante centro de actividades de turismo, o que implica 
um aumento sazonal da pressão humana sobre o sistema (Marques et al., 2006). Os 
sedimentos actuam como uma fonte interna de nutrientes, podendo retê-los quando se 
encontram em excesso na coluna de água (Duarte et al., 2008). Os silicatos foram o 
nutriente que ocorreu em maiores concentrações no estuário, principalmente nas zonas 
oligohalina e mesohalina, onde foram registadas menores percentagens de diatomáceas, 
pois estes são utilizados por uma parte de organismos fitoplanctónicos (por exemplo as 
diatomáceas), assim sendo a sua remoção pelos sistemas biológicos dificilmente diminui a 
sua concentração na água de modo marcante (Braga et al., 2008). Os nitratos diminuíram 
gradualmente ao longo do estuário com a sua proximidade ao mar, pois a principal fonte de 
nitrato é o caudal do rio. A amónia registou as suas concentrações mais baixas na zona 
polihalina (Baixo Mondego), isto pode dever-se ao afastamento das áreas agrícolas 
adjacentes. Em relação aos fosfatos, diversos processos naturais contribuem para a 
libertação de fósforo na coluna de água, como a senescência do fictoplâncton que liberta 
fósforo orgânico dissolvido, actividade microbiana e do zooplâncton que regenera o 
fósforo na coluna de água e a excreção dos organismos, onde o fósforo libertado é 
consumido pelos produtores primários. Além disso, o fluxo dos rios transporta fosfatos 
provenientes da decomposição de plantas terrestres e dejectos animais, existem também os 
fosfatos de origem antropogénica, que incluem fertilizantes agrícolas, deposição 
atmosférica a partir da queima de combustível fóssil, esgotos humanos e industriais 
(Boyer, 2002; Carpenter et al., 1998; Paulo & Meyer, 2001; Valiela et al., 1998). Por 
conseguinte, as baixas concentrações dos fosfatos podem ter sido resultado da intensa 
lixiviação da drenagem da bacia e exportação pelo estuário associado com a remoção 
biogeoquímica do fósforo. A remoção do fosfato da coluna de água pode ser explicada pela 
assimilação biológica, adsorção do material particulado, floculação e sedimentação 
(Sanders et al., 1997). Os nitritos por serem um nutriente que representa uma fase 
intermédia entre a amónia e o nitrato, usualmente, ocorrem em baixas concentrações nos 
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estuários. Valores elevados podem ser encontrados para as águas à saída de esgotos 
domésticos, sendo o nitrito considerado um indicador de poluição orgânica (Baumgarten et 
al., 2001). Como o fitoplâncton é um componente bastante importante da comunidade 
aquática, é evidente que a sua dinâmica e o modo como responde ao enriquecimento de 
nutrientes devem ser bem compreendidos. A diluição da água do mar pode ser a principal 
responsável pela diminuição da concentração de nutrientes observada ao longo do estuário, 
outros factores que podem explicar essa diminuição em direcção ao mar são o afastamento 
das fontes pontuais à medida que nos aproximamos da zona costeira e a sua remoção por 
processos não conservativos (Scharler & Baird, 2000). 
 A concentração de clorofila a associada aos nutrientes tem sido bastante estudada 
nos sistemas estuarinos e costeiros (Cloern, 2001; Nielsen et al., 2002). Porém, nem todos 
os ecossistemas apresentam relações entre os nutrientes e a produção primária (Richardson 
& Heilmann, 1995). A dinâmica da clorofila a e fitoplâncton na maioria dos grandes rios é 
alterada pelas actividades humanas, incluíndo poluentes e eutrofização (Wehr & Descy, 
1998). A concentração de clorofila a tem sido amplamente utilizada em estudos aquáticos 
como um proxy da abundância fitoplanctónica (Bettencourt et al., 2003; Devlin et al., 
2007) mas também como um indicador da biomassa do fitoplâncton (Steele, 1962; Cullen, 
1982; Gameiro et al., 2004). A clorofila a é um pigmento fotossintético que está presente 
em todas as células de fitoplâncton mas representa apenas uma fracção da biomassa 
fitoplanctónica (Domingues et al., 2008). Os valores de clorofila a foram, na maioria, 
acima dos valores obtidos para a clorofila a fraccionada pela rede de 20 µm e com maiores 
concentrações nas estações oligohalinas. Comparando os dois métodos de determinação de 
clorofila a (HPLC e espectrofotometria) observam-se discrepâncias nos valores, não 
existindo nenhuma relação entre as concentrações de clorofila a e as abundâncias 
microfitoplanctónicas, apenas em algumas estações se obteve uma proporcionalidade 
inversa. Em ambos os métodos de amostragem para os pigmentos a principal variação foi 
explicada ao nível da estação. Assim, de forma a aumentar a precisão na concentração de 
pigmentos de uma determinada massa de água, terá maior importância incrementar o 
número de estações, uma vez que aumentar o número de amostras por estação irá ter um 
efeito menor. Quando a comunidade fitoplanctónica foi caracterizada pelo número de 
células L-1 ou pelo número de taxa registados, a principal proporção da variação foi ao 
nível do taxonomista que efectuou a contagem de células e ao nível das massas de água 
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para o número de taxa. A elevada proporção da variação do número de taxa registado ao 
nível das massas de água, poderá dever-se ao reflexo da variação entre as comunidades 
fitoplanctónicas encontradas nos diferentes locais de amostragem. Por outro lado, a 
elevada variação registada nas contagens de fitoplâncton para um mesmo local, pode 
dever-se à variabilidade individual dos taxonomistas e não às variações das abundâncias 
fitoplanctónicas reais. Resultados semelhantes foram referidos para os invertebrados 
bentónicos, onde a variação entre os investigadores originou diferentes classificações 
ecológicas para uma mesma massa de água (Haase et al., 2010). Com o objectivo de 
minimizar as diferenças entre os investigadores envolvidos nas análises das amostras, é de 
salientar a importância da formação contínua e a intercalibração dos investigadores como 
parte dos programas de monitorização. A alta variação observada nas contagens dos 
taxonomistas sugere também que a biomassa estimada para o fitoplâncton baseada na 
contagem directa da abundância pode não ser um bom indicador ecológico a não ser que os 
observadores altamente qualificados estejam disponíveis. 
As contagens de microfitoplâncton do segundo taxonomista foram todas abaixo das 
realizadas pelo taxonomista principal, pois este segundo não identificou o mesmo número 
de criptófitas (Cryptophyta) e de dinoflagelados (Dinophyta) que o primeiro. Relacionando 
as concentrações de clorofila a por espectrofotometria com as abundâncias 
microfitoplanctónicas de todas as amostras obteve-se uma similaridade maior nas amostras 
fraccionadas pela rede de 20 µm na ordem dos 75% e para as amostras de fundo apenas 
62% de similaridade. 
  Um dos parâmetros fundamentais para o desenvolvimento de uma comunidade em 
estuários é a salinidade, tornando-se um factor condicionante para o estabelecimento das 
espécies (Feitosa et al., 1999). O número de espécies presentes nos estuários é, regra geral, 
menor que o número de espécies presentes nos sistemas de água doce ou no mar. 
Efectivamente, a diversidade tende a declinar dos extremos para o interior dos estuários. Se 
a fauna estuarina for comparada com a fauna existente na zona marinha adjacente ou com 
o sistema fluvial a montante, observaremos que é geralmente pobre em número de 
espécies, mas poderá ser muito rica em número de indivíduos (Barnes, 1976; Day et al., 
1989). O facto de existir baixa densidade específica deve-se, sobretudo, à incapacidade 
osmorreguladora de muitas espécies fluviais ou marinhas, que não suportam grandes 
variações de salinidade (Barnes, 1976). O número de espécies oligohalinas (mais água 
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doce) declina do topo para o interior do estuário, o mesmo sucede em relação às espécies 
polihalinas (mais água salgada), neste caso a partir da embocadura. Em contrapartida, o 
número de espécies estuarinas é menor nos extremos aumentando para o interior do 
estuário (Odum, 1997). A análise da comunidade microfitoplanctónica revelou que a 
abundância variou ao longo do estuário, apresentando os valores máximos no Baixo 
Mondego (zona polihalina). As diatomáceas (Bacillariophyta) foram o grupo mais 
abundante em qualquer zona do estuário, sendo mais significativo na estação mais próxima 
do mar (polihalina), enquanto que no Alto Mondego (oligohalina) a comunidade foi 
caracterizada por 35% de clorófitas (Chlorophyta) da abundância total (Figura 19).  
Este trabalho, tal como a maioria dos estudos de fitoplâncton em águas 
Portuguesas, utilizou apenas a microscopia de inversão para a observação e identificação 
dos organismos. A microscopia de inversão é usada para a observação de organismos de 
maiores dimensões (microfitoplâncton), não permitindo a distinção entre células 
autotróficas e heterotróficas, sobretudo em amostras preservadas com lugol, o que pode 
representar um problema quando se contabilizam dinoflagelados ou outros flagelados de 
menores dimensões (Domingues, 2010).  
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CONCLUSÕES 
 
 Tal como na maioria dos estuários, os silicatos foram o nutriente que ocorreu em 
maiores concentrações enquanto que os nitritos e fosfatos ocorreram em concentrações 
reduzidas. 
As concentrações de clorofila a não tiveram nenhuma relação com as abundâncias 
microfitoplanctónicas, pois provavelmente a grande contribuição da clorofila a não provém 
do fitoplâncton mas de outra origem.  
As abundâncias do segundo taxonomista foram todas abaixo do taxonomista 
principal, comprovando-se mais uma vez a extrema importância do observador e da sua 
experiência.  
Em ambos os métodos de amostragem para os pigmentos a principal variação foi 
explicada ao nível da estação, enquanto que em relação à comunidade fitoplanctónica a 
principal variação foi ao nível do taxonomista e ao nível das massas de água para o número 
de taxa. 
 As maiores abundâncias microfitoplanctónicas foram registadas na zona 
polihalina, sendo as diatomáceas o grupo mais significativo e mais abundante em qualquer 
zona do estuário.  
Para um futuro trabalho, sugere-se: que para além da microscopia de inversão seja 
usada também a microscopia de epifluorescência; que seja efectuada uma intercalibração 
entre os taxonomistas para se tentar perceber qual o problema da diferença entre as 
contagens e identificações do fitoplâncton e que se estude e compreenda melhor os 
impactos sobre os estuários, pois estes são imprescindíveis para a sua conservação e gestão 
futura. 
  
 
 
 
 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 49 - 
 
 
 
CAPÍTULO 6 
 
 
 
Referências Bibliográficas 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 50 - 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
Azeiteiro, U. M. M.; Marques, J. C., 1999. Temporal and spatial structure in the 
suprabenthic community of a shallow estuary (Western Portugal: Mondego estuary). Acta 
Oecologica 20: 333 – 342. 
 
Azeiteiro, U. M. M.; Marques, J. C., 2000. Variação espácio-temporal dos parâmetros 
ambientais (condições físico-químicas da água e nutrientes) no estuário do Mondego 
(Costa Ocidental de Portugal). In Duarte, A.; Vale, C.; Prego, R. Estudos de 
Biogeoquímica na Zona Costeira Ibérica. Actas do IX Simpósio Ibérico de Química 
Marinha: 301 – 316 pp. 
 
Baptista, P., Santos, P. T., Vieira, M. N., Formigo, N., Manuel, V., Vasconcelos, O., 
Coelho, M., Cerqueira, M., Fildalgo, M. L., 2001. PBH do Rio Mondego, Anexo 9 – 
Conservação da Natureza (Rev 1 – data 10-04-01), 224 p. 
 
Barnes, R. S. K., 1976. Estuarine Biology. Edward Arnold Ld, London, 1 – 77 pp. 
 
Baumgarten, M. G.; Niencheski, L. F. H.; Veeck, L., 2001. Nutrientes na coluna de água e 
na água intersticial de sedimentos de uma enseada rasa Estuarina com aportes de origem 
Antrópica (RS-Brasil). Atlântica, Rio Grande, 23 p. 
 
Bettencourt, A. M.; Bricker, S. B.; Ferreira, J. G.; Franco, A.; Marques, J. C.; Melo, J. J.; 
Nobre, A.; Ramos, L.; Reis, C. S.; Salas, F.; Silva, M. C.; Simas, T.; Wolff, W. J., 2003. 
Typology and Reference Conditions for Portuguese Transitional and Coastal Waters. 
Development of Guidelines for the Application of the European Union Water Framework 
Directive. INAG – Instituto da Água, 98 p. 
 
Boney, A. D., 1989. Phytoplankton, 2. edition, London, E. Arnold, 118 p. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 51 - 
Boyer, E. W.; Goodale, C. L.; Jaworski, N. A.; Howart, R. N., 2002. Anthropogenic 
nitrogen sources an relationships to riverine nitrogen export in the northeastern USA. 
Biogeochemistry, 137 – 169. 
 
Braga, E. S.; Chiozzini, V. G.; Berbel, G. B. B., Maluf, J. C. C., Aguiar, V. M., Charo, M., 
Molina, D., Romero, R., Eichler, B. B., 2008. Nutrients distribution over the Southeastern 
South Atlantic Continental shelf from Mar del Plata (Argentina) to Itajaí (Brazil): Winter-
Summer aspects, Continental Shelf Research, England 28: 1649 – 1661. 
 
Bricker, S. B.; Clement, C. G.; Pirhalla, D. E.; Orlando, S. P.; Farrow, D. R. G., 1999. 
National Estuarine Eutrophication Assessment: Effects of Nutrients Enrichment in the 
Nation’s Estuaries. NOAA-NOS Special Projects Office, USA, 71 p. 
 
Bricker, S.; Matlock, G.; Snider, J.; Mason, A.; Alber, M.; Boynton, W.; Brock, D.; 
Brush, G.; Chestnut, D.; Claussen, U.; Dennison, W.; Dettmann, E.; Dunn, D.; Ferreira, J.; 
Flemer, D.; Fong, P.; Fourqurean, J.; Hameedi, J.; Hernandez, D.; Hoover, D.; Johnston, 
D.; Jones, S.; Kamer, K.; Kelty, R.; Keeley, D.; Langan, R.; Latimer, J.; Lipton, D.; 
Magnien, R.; Malone T.; Morrison, G.; Newton, J.; Pennock, J.; Rabalais, N.; Scheurer, D.; 
Scharp, J.; Smith, D.; Smith, S.; Tester, P.; Thom, R.; Trueblood, D.; Van Dolah, R., 2003. 
National Estuarine Eutrophication Assessment Update: Workshop summary and 
recommendations for development of a long-term monitoring and assessment program. 
Proceedings of a workshop September 4 – 5, 2002, Patuxent National Wildlife Research 
Refuge, Laurel, Maryland. NOAA, National Ocean Service, National Centers Coastal 
Ocean Science, Silver Spring, MD., 19 p. 
 
Brito, A.; Brotas, V.; Caetano, M.; Coutinho, T.; Bordalo, A.; Icely, J.; Neto, J. M.; 
Serôdio, J.; Moita, T., 2011. Defining phytoplankton class boundaries in Portuguese 
transitional waters: An evaluation of the ecological quality status according to the Water 
Framework Directive. Ecological Indicators - in press.  
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 52 - 
Carletti, A.; Heiskanen, A. S., 2009. Water Framework Directive intercalibration technical 
report – Part 3: Coastal and Transitional Waters. Office Publications of the European 
Community, 240 p. 
 
Carpenter, S. R.; Caraco, N. F.; Correll, D. L.; Howarth, R. W.; Sharpley, A. N.; Amith, 
V. H., 1998. Nonpoint pollution of surface waters with phosphorous and nitrogen. 
Ecological Applications 8: 559 – 568. 
 
Carriker, M. R., 1967. Ecology of estuarine benthic invertebrates: A perspective. G. H. 
Lauf (editor) Estuaries. American Association for the Advancement of Science 83: 442-
487. 
 
Castro, P., Huber, M. E., 1992. Marine Biology. Wm. C. Brown Publishers, Dubuque, 
Iowa, 592 p. 
 
CCE, 1991. DTARU – Directiva de Tratamento de Águas Residuais Urbanas, Directiva do 
Conselho de 21 de Maio de 1991 relativa ao tratamento de águas residuais urbanas, Jornal 
Oficial das Comunidades Europeias, L 135 de 20.5.91: 40 – 52 pp. 
 
CCE, 2000. DQA - Directiva Quadro da Água, Directiva 2000/60/CE do Parlamento 
Europeu e do Conselho de 23 de Outubro de 2000 que estabelece um quadro de acção 
comunitária no domínio da política da água, Jornal Oficial das Comunidades Europeias, L 
327 de 22.12.2000: 1 - 72 pp. 
 
Cloern, J. E., 1987. Turbidity as a control on phytoplankton biomass and productivity in 
estuaries. Continental Shelf Research 7: 1367-1381. 
 
Cloern, J. E., 1996. Phytoplankton bloom dynamics in coastal ecosystems: a review with 
some general lesson from sustained investigation of San Francisco Bay, California, 
Reviews of Geophysics, 34: 127-168. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 53 - 
Cloern, J. E., 2001. Our evolving conceptual model of the coastal eutrophication problem. 
Marine Ecology Progress Series 210: 223 – 253. 
 
Cravo, A., Coelho, M. R., 1999. Caracterização da Situação de Referência do Estudo de 
Impacte Ambiental – Doca de Recreio do Porto de Faro. Impacte – Ambiente e 
Desenvolvimento, Lda. Universidade do Algarve, Faro, 66 p. 
 
Cullen, J. J., 1982. The deep chlorophyll maximum comparing vertical profiles of 
chlorophyll a . Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Science 39: 791 – 803. 
 
Cunha, P. P., Pinto, J., Dinis, J. L., 1997. Evolução da fisiografia e ocupação antrópica na 
área estuarina do rio Mondego e região envolvente (Portugal centro-oeste), desde 1947. 
Territorium, 4: 99-124. 
 
Day, W.; Hall, A. S.; Kemp, W.; Yánez-Arancibia, A., 1989. Estuarine Ecology, Wiley-
Interscience Publication, New York, 1 – 558. 
 
Devlin, M.; Best, M.; Coates, D.; Bresnan, E.; O’Boy-le, S.; Park, R.; Silke, J.; Cusack, C.; 
Skeats, J., 2007. Establishing boundary classes for the classification of UK marine waters 
using phytoplankton communities. Marine Pollution Bulletin 55: 91 – 103. 
 
Domingues, R. B., Barbosa, A., Galvão, H., 2008. Constraints on the use of phytoplankton 
as a biological quality element within the Water Framework Directive in Portuguese 
waters. Marine Pollution Bulletin 56: 1389-1395. 
 
Domingues, R. I. O. S. B., 2010. Bottom-up regulation of phytoplankton in the Guadiana 
estuary, Dissertação apresentada na Universidade do Algarve para obtenção de grau de 
Doutor em Ciências do Mar Especialidade de Ecologia Marinha, 214 p. 
 
 Dromph, K. M.; Agusti, S.; Basset, A.; Borja, A.; Henriksen, P.; Icely, J.; Lehtinen, S.; 
Moncheva, S.; Revilla, M.; Sørensen, K., 2011. Sources of Uncertainty in Measurements 
of Phytoplankton Communities, 7 p. 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 54 - 
Duarte, A. A. L. S., Vieira, J. M. P., Neto, J. M., Pardal, M. A., 2008. Monitorização da 
Hidrodinâmica e da Qualidade da Água no Estuário do Rio Mondego. Engenharia Civil –
UM – Número 33: 65-74 pp. 
 
EEA, 2001. Eutrophication in European coastal waters. Report n.º7. European 
Environmental Agent, Copenhagen, 31p. 
 
Elliott, M.; Mclusky, D. S., 2002. The need for definitions in understanding estuaries. 
Estuarine Coastal and Shelf Science 55: 815 – 827. 
 
Environmental Protection Agency (EPA) – United States, 2006. Volunteer Estuary 
Monitoring: A Methods Manual, Chapter 14 – Salinity, Second Edition, EPA-842-B-06-
003, 14-8. 
 
Fairbridge, R. W., 1980. The estuary: its definition and geodynamic cycle: Olausson, E. & 
Cato, I. (Eds.). Chemistry and Biogeochemistry of Estuaries. New York, John Wiley and 
Sons, 1-35 pp. 
 
Feitosa, F. A. N; Silva-Cunha, M. G. G.; Passavante, J. Z.; Neumann-Leitãi, S.; Lins, I. A., 
1999. Estrutura do microfitoplâncton no sistema estuarino do rio Goiana, Pernambuco, 
Brasil. Trabalhos Oceanográficos da Universidade Federal de Pernambuco 27: 15 – 25. 
 
Ferreira, J. G.; Abreu, P. F.; Bettencourt, A.; Bricker, S. B.; Marques, J. C.; Melo, J. J.; 
Newton, A.; Nobre, A.; Patrício, J.; Rocha, F.; Rodrigues, R.; Salas, F.; Silva, M. C.; 
Simas, T.; Soares, C. V.; Stacey, P. E.; Vale, C.; de Wit, M.; Wolff, W. J., 2005. 
Monitoring Plan for Water Quality and Ecology of Portuguese Transitional and Coastal 
Waters. Development of guidelines for the application of the European Union Water 
Framework Directive. IMAR – Institute of Marine Research, 129 pp. 
 
Fisher, R. T., Lawrence Jr., W. H., Stanley, D. W., Ward, L. G., 1988. Phytoplankton, 
Nutrients and Turbidity in the Chesapeake, Delaware, and Hudson Estuaries. Estuarine, 
Coastal and Shelf Science 27: 61-93. 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 55 - 
Fragoso, B.; Neto, J: M.; Newton, A., 2010. Phytoplankton characterization of the 
Portuguese Mondego River Estuary following the WFD approach. Poster no Symposium 
ECSA 47 (Estuarine Coastal Sciences Association). Figueira da Foz, 14 – 19 Setembro 
2010.  
 
Gameiro, C.; Cartaxana, P.; Cabrita, M. T.; Brotas, V., 2004. Variability in chlorophyll 
and phytoplankton composition in an estuarine system. Hydrobiologia 525: 113 – 124. 
 
Goela, P. C.; Newton, A.; Cristina, S.; Fragoso, B., 2009. Water Framework Directive 
Implementation: Intercalibration Exercise for Biological Quality Elements – a Case Study 
for the South Coast of Portugal. Journal of Coastal Research, Special Issue 56: 1214-1218. 
 
Haase, P.; Pauls, S. U.; Schindehütte, K.; Sundermann, A., 2010. First audit of 
macroinvertebrate samples from an EU Water Framework Directive monitoring program: 
human error greatly lowers precision of assessment results. Journal of the North American 
Benthological Society 29: 1279 – 1291.  
 
Helcom, 1988. Guidelines for the Baltic Monitoring Programme for the Third Stage, Part 
D – Biological Determinands. Baltic Marine Environment Protection Commission – 
Helsinki Commission, 164 pp. 
 
Helcom, 2000. Annex 6: Guidelines concerning phytoplankton species composition, 
abundance and biomass. Baltic Marine Environment Protection Commission – Helsinki 
Comission, 1 – 6 pp.  
 
Hutchinson, G. E., 1961. The paradox of the plankton. American Naturalist 95, 137-145. 
 
INAG, I. P., 2006. Implementação da Directiva Quadro da Água 2000-2005, Ministério do 
Ambiente, do Ordenamento do Território e do Desenvolvimento Regional, Instituto da 
Água, I. P., 16 p. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 56 - 
INAG, I. P., 2009. Manual para a avaliação da qualidade biológica da água em lagos e 
albufeiras segundo a directiva quadro da água. Protocolo de Amostragem e Análise para 
Fitoplâncton, Ministério do Ambiente, do Ordenamento do Território e do 
Desenvolvimento Regional, Instituto da Água, I. P., 67 p. 
 
Lillebø, A. I., 2000. The effect of salt marshes plants on the nutrient dynamics in the 
Mondego estuary (Portugal). PhD Thesis, Universidade de Coimbra, Portugal, 180 p. 
 
Lorenzen, C. J., 1967. Determination of chorophyll and phaeo-pigments: 
spectrophotometric equations. Limnology and Oceanography 12: 343-346. 
 
Lund, J. W. G., Kipling, C., Le Cren, E. D., 1958. The inverted microscope method of 
estimating algal numbers and the statistical basis of estimations by counting. 
Hydrobiologia 11: 143-170. 
 
Maretec, 2002. Marine and Environmental Tecnology Center. Instituto Superior Técnico. 
http://maretec.mohid.com/. 
 
Margalef, R., 1978. Phytoplankton communities in upwelling areas. The exemple of NW 
Africa, Oecologia Aquatica, 3: 97-132. 
 
Marques, J. C., 1989. Amphipoda (Crustacea) bentónicos da costa portuguesa: estudo 
taxonómico, ecológico e biogeográfico. Tese de Doutoramento em Ecologia Animal, 
Universidade de Coimbra, 396 p. 
 
Marques, J. C:, Rodrigues, L. B., Nogueira, J. A., 1993. Intertidal macrobenthic 
communities in the Mondego estuary (western Portugal). Vie Milieu, 43 (2/3): 177-187. 
 
Marques, J. C.; Pardal, M. A.; Nielsen, S. N.; Jorgensen, S. E., 1997. Analysis of the 
properties of exergy and biodiversity along an estuarine gradient of eutrophication. 
Ecological Modelling 102: 155 – 167. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 57 - 
Marques, J. C., Pardal, M. A., Lillebo, A. I., 1999. Comunidades biológicas do estuário do 
Mondego: quinze anos de estudo. Cadernos de Ecologia, 2: 45-76. 
 
Marques, J. C., Neto, J., Patrício, J., Teixeira, H., Veríssimo, H., 2006. The Mondego 
Estuary: Environmental Quality, Management, and Evolutive Scenarios. INAG Workshop, 
29 June 2006. 
 
Martins, I., Pardal, M. A., Lillebo, A. I., Flindt, M. R., Marques, J. C., 2001. 
Hydrodynamics as a major factor controlling the ocurrence of green macroalgal blooms in 
a eutrophic estuary. A case study on the influence of precipitation and river management, 
Estuarine, Coastal and Shelf Science, 52: 165-177. 
 
Moita, M. T.; Vilarinho, M. G., 1999. List of phytoplankton species in Portugal: seventy 
years of studies. Portugaliae Acta Biológica B-18: 5 – 50. 
 
Newton, A.; Cristina, S.; Guiomar, J.; Goela, P. C:; Fragoso, B.; Marques, J. C:; Neto, J.; 
Teixeira, H.; Patrício, J.; Baeta, A.; Pinto, R.; Veríssimo, H.; Rocha, F.; Cunha, R.; Vale, 
C., 2007. Reference Conditions and Intercalibration of Portuguese Coastal Waters. 
Intercalibration exercise of guidelines for the applications of the European Union Water 
Framework Directive, 135 p. 
 
Nielsen, S. L.; Sand-Jensen, K.; Borum, J.; Geertz-Hansen, O., 2002. Phytoplankton, 
nutrients, and transparency in Danish coastal waters. Estuaries 25: 930 – 937. 
 
Nixon, S. W., 1995. Coastal Marine Eutrophication: a definition, social causes and future 
Concerns. Ophelia 41: 199 – 219. 
 
Odum, E. P., 1997. Fundamentos de Ecologia. Fundação Calouste Gulbenkian, 5.ª Edição, 
Lisboa, 1 – 927. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 58 - 
Pardal, M. A. C., 1998. Impacto de autrofização nas comunidades macrobentónicas do 
braço Sul do estuário do Mondego. Tese de Doutoramento. Faculdade de Ciências e 
Tecnologia da Universidade de Coimbra, 322 p. 
 
Paul, M. J.; Meyer, J. L., 2001. Streams in the urban landscape. Annual Review Ecology 
Systematics 32: 333 – 365. 
 
Persich, G. R.; Odebrecht, C.; Bergesch, M.; Abreu, P. C., 1996. Eutrofização e 
fitoplâncton: comparação entre duas enseadas rasas no estuário da Lagoa dos Patos. 
Atlântica 18: 27 – 41. 
 
Primer v6, 2006. PRIMER v6: User Manual/Tutorial. K R Clarke & R N Gorley. 
PRIMER-E Ltd, 190 p.  
 
Primer, 2001. Change in Marine Communities: An Approach to Statistical Analysis and 
Interpretation, 2 nd edition. K R Clarke & R M Warwick. PRIMER-E Ltd, 7: 1 – 7. 
 
Pritchard, D. W., 1967. What is an estuary, physical viewpoint. G. H. Lauf (editor); 
Estuaries. American Association for the Advancement of Science Washington D. C. 83. 
 
Reynolds, C. S., Wiseman, S. W., Godfrey, B. M., Butterwick, C., 1983. Some effects of 
artificial mixong on the dynamics of phytoplankton populations in large limnetic 
enclosures. Journal of Plankton Research 5: 203-234.  
 
Ribeiro, J. L., 2005. Factores ambientais e impactes antrópicos condicionantes das 
actividades tradicionais do estuário do Mondego. I Seminário Internacional sobre o sal 
português – Instituto de História Moderna da Universidade do Porto, 392-405 pp. 
 
Richardson, K.; Heilmann, J. P., 1995. Primary production in the Kattegat: Past and 
Present. Ophelia 41: 317 – 328. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 59 - 
Roelke, D. L.; Eldridge, P. M.; Cifuentes, L. A., 1999. A model of phytoplankton 
competition for limiting and nomlimiting nutrients: Implications for development of 
estuarine and nearshore management schemes. Estuaries 22: 92 – 104. 
 
Sanders, R.; Klein, C.; Jickell, T., 1997. Biogeochemical Nutrient Cycling in the Upper 
Great Ouse Estuary, Norfolk. Estuarine, Coastal and Shelf Science 44: 543 – 555. 
 
Sarmento, H. M. P. M., 2001. As algas como bioindicadores no contexto da Directiva 
Quadro Europeia para a água, Relatório de estágio da Licenciatura em Biologia Aplicada, 
Universidade do Minho, Escola de Ciências – Braga, 46 p.  
 
SAS, Institute Inc., 2009. SAS/STAT ® 9.2 User’s Guide, Second Edition. Cary, NC: SAS 
Institute Inc., 7886 p. 
 
Scharler, U.; Baird, D., 2000. The effects of a single freshwater release into the Kromme 
Estuary. General description of the study area and physic-chemical responses. Water SA., 
26: 291 – 300. 
 
Scheffer, M., Rinaldi, S., Huisman, J., Weissing, F. J., 2003. Why plankton communities 
have no equilibrium: solutions to the paradox. Hydrobiologia 491: 9-18. 
 
Silva, I.G.; Koening, M. L., 1993. Variação sazonal da densidade fitoplanctônica no 
estuário do rio Paripe, Itamaracá – Pernambuco, Brasil. Arquivos de Biologia e Tecnologia 
36: 645 – 658. 
 
Singer, J. D., 1998. Using SAS PROC MIXED to Fit Multilevel Models, Hirachical 
Models, and Individual Growth Models. Journal of Educational and Behavioral Statistics 
24: 323 – 355. 
 
Smayda, T. J., 1983. The phytoplankton of estuaries, Estuaries and Enclosed Seas 
(Ketchum B, ed.). Elsevier Press, 65-101 pp. 
 
 Fitoplâncton do estuário do Mondego segundo a Diretiva-Quadro da Água 
_____________________________________________________________________________________ 
  
- 60 - 
Smayda, T. J., 2002. Turbulence, watermass stratification and harmful algal blooms: an 
alternative view and frontal zones as “pelagic seed banks”. Harmful Algae, 95-112 pp. 
 
Sommer, U., 1995. An experimental test of the intermediate disturbance hypothesis using 
cultures of marine phytoplankton. Limnology Oceanography 40: 1271-1277. 
 
Sournia, A., 1978. Phytoplankton Manual. Monographs on Oceanographic Methodology 
6. IOC-UNESCO, Muséum d´Histoire Naturelle, Paris, 337 p. 
 
Steele, J. H., 1962. Environmental control of photosynthesis in the sea. Limnology and 
Oceanography 7: 137 – 150. 
 
Underwood, G. J. C., Kromkamp, J., 1999. Primary production by phytoplankton and 
microphytobenthos in estuaries, Advanced Ecological Research 29: 93-153. 
 
Utermöhl, H., 1958. Zur vervollkommung der quantitativen Phytoplankton-Methodik. 
Internationale Vereinigung für Theoretische und Angewandte Limnologie 9: 1-38. 
 
Valiela, I.; Peckol, P.; D’Avanzo, C.; Lajtha, K.; Kremer, J.; Rockwell, G. W., 1998. 
Ecological effects of major stroms on coastal watersheds and coastal waters: Hurricane 
Bob on Cape Cod. Journal of Coastal Research 14: 218 – 238. 
 
Wehr, J. D.; Descy, J. P., 1998. Use of phytoplankton in large river management. Journal 
of Phycology 34: 741 – 749. 
 
Willén, E., 1976. A simplified method of phytoplankton counting. Br. Phycology J. 11: 
265-278. 
 
Wright, S. W.; Jeffrey, S. W.; Mantoura, R. F. C.; Llewellyn, C. A.; Bjømland, T.; Repeta, 
D.; Welshmeyer, N., 1991. Improved HPLC method for the analysis of chlorophylls and 
carotenoids from marine phytoplankton. Marine Ecology Progress Series 77: 183 – 196. 
 
  
I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO I
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
II
Determinação de clorofila a por espectrofotometria 
- Filtração e Conservação 
 
 Colocou-se o filtro WHATMAN de fibra de vidro GF/F (47 mm) com 
diâmetro do poro de 0,7 µm no suporte da rampa de filtração com o auxílio de uma pinça; 
 Homogeneizou-se a amostra, agitando cuidadosamente as garrafas; 
 Filtrou-se entre 0,25 e 1 L de amostra de água através do filtro, com o 
auxílio da rampa de filtração e da bomba de vácuo (Figura 9a)). (Evitou-se colmatar o 
filtro, não excedendo os 10 minutos e mantendo a pressão de filtração inferior aos 50 
mmHg de modo a prevenir a destruição das células fitoplanctónicas); 
 Enrolou-se os filtros em cilindro com uma pinça (usando sempre luvas para 
evitar o contacto com os dedos) e colocou-se nos tubos de plástico de centrífuga, 
devidamente etiquetados, cobertos com folha de alumínio para evitar a degradação da 
clorofila por acção da luz; 
 Guardou-se os tubos com os filtros no congelador, pois a análise não foi 
efectuada de imediato. 
- Extracção e Centrifugação 
 
 Retirou-se os tubos do congelador e deixou-se descongelar à temperatura 
ambiente; 
 Adicionou-se a cada tubo 2 ml de acetona a 90% utilizando uma 
micropipeta. Macerou-se, cuidadosamente, o filtro com uma vareta de vidro (durante 
aproximadamente 1 minuto), adicionou-se o volume restante de acetona de modo a 
perfazer 8 ml; 
 Os tubos foram tapados, homogeneizados no VORTEX e colocados no 
frigorífico durante 24 horas. 
 
       Convém realçar que todo o procedimento foi efectuado em ambiente com luz 
ténue e sempre com os tubos com o extracto, devidamente protegidos da luz. As leituras 
espectrofotométricas foram realizadas de forma rápida para evitar a evaporação da acetona 
e a consequente variação do volume do extracto.  
 
   
III
 Antes da centrifugação, agitou-se bem os tubos no VORTEX e, 
seguidamente, centrifugou-se a 3000 rpm, durante 10 minutos (Figura 9b)).  
- Leitura no espectrofotómetro 
 
 Acertou-se o zero do aparelho com acetona a 90% (branco), para todos os 
comprimentos de onda de leitura; 
 Retirou-se 3 ml de amostra para a cuvette com o cuidado de não 
ressuspender os detritos do filtro, usando uma micropipeta; 
 Leram-se as absorvâncias nos comprimentos de onda de 630, 647, 664 e 
750 nm (Figura 9c)); 
 Adicionou-se 36 µl de HCL a 0,5 M (12 µl ácido por ml de extracto), 
agitando em seguida; 
 Entre cada amostra, lavou-se as cuvettes com acetona e água destilada; 
 Calculou-se a concentração de clorofila a, segundo a equação de Lorenzen 
(1967): 
 
Clorofila a (µg L-1) = A * K [( A664 – A750) – (A664a – A750a)] * v 
                               V * L 
 
Em que: 
             A = 11,4 
             K = factor destinado a restabelecer a concentração inicial em clorofila a a partir da 
redução da absorvância, = R/(R-1), ou seja, 2,25 
             v =  volume de acetona usado para a extracção (ml) 
             V = volume de água filtrado (L) 
             L = passo óptico da “cuvette”  
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Determinação da Abundância Microfitoplanctónica 
 
• Homogeneizou-se manualmente a amostra, através de movimentos suaves 
circulares horizontais e verticais do frasco durante cerca de 1 minuto; 
• Preencheu-se, cuidadosamente, o volume total da câmara de sedimentação 
(5 ou 25 ml) (Figura 10b)), evitando a formação de bolhas de ar (o volume de amostra a 
sedimentar depende da abundância de organismos e de material particulado; quanto maior 
for a abundância de partículas na água, menor terá que ser o volume de amostra 
sedimentado); 
• Tapou-se a coluna de sedimentação com a peça de vidro, evitando a 
formação de bolhas de ar; 
• Conservou-se a câmara de sedimentação numa superfície nivelada durante 
24 horas, ao abrigo da luz e à temperatura ambiente, em que os organismos planctónicos 
presentes na amostra de água depositam-se no fundo da câmara de sedimentação, por acção 
da gravidade; 
• Retirou-se a coluna de água fazendo-a deslizar de modo a eliminar o 
sobrenadante. Cuidadosamente cobriu-se o fundo (± 2,97 ml) que contém o sedimento com 
uma lamela. Esta operação realizou-se, cuidadosamente, para evitar a formação de bolhas 
de ar; 
• Transferiu-se a câmara de contagem para o microscópio de inversão (as 
objectivas do microscópio de inversão estão localizadas na parte inferior do aparelho, 
voltadas para cima, permitindo a observação dos organismos e partículas depositadas na 
câmara); 
• A estratégia e área de contagem a considerar depende especialmente da 
composição e densidade dos organismos fitoplanctónicos na amostra, assim inicialmente 
com a ampliação menor (10x) observou-se toda a amostra para verificar se a distribuição 
das partículas foi aleatória e ter uma noção dos organismos presentes na amostra; 
• Seguidamente, mudou-se para a objectiva de 40x e fez-se a contagem e 
identificação, sempre que possível, até à espécie (é preferível uma correcta identificação a 
um nível taxonómico baixo do que uma identificação duvidosa a um nível taxonómico 
   
VI 
mais alto), contando um mínimo de 20 campos aleatórios e pelo menos 300 células no total 
(Helcom, 1988) (Figura 10c); Figura 11; Figura 12; Figura 13 e Figura 14); 
• Entre cada utilização, as câmaras de sedimentação foram sempre limpas e 
secas; 
• A abundância microfitoplanctónica foi determinada através do método de 
Utermöhl, 1958, em que foram calculadas as abundâncias para cada taxon, segundo a 
equação: 
 
                              Abundância (cél.L-1) = X * A * d      
                                                                      a * n * v 
 
Em que: 
              X = número de células contadas 
              A = área da câmara de sedimentação (mm2) 
              d = factor de diluição 
              a = área do campo de contagem (mm2) 
              n = número de campos contados 
              v = volume de amostra sedimentado (L)   
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Análise de pigmentos por HPLC  
 
 Para a análise dos pigmentos, foram filtrados 150 ml de amostra através de 
um filtro de fibra de vidro Whatman GF/F de 25 mm de diâmetro (Figura 15);  
 Após a filtração, os filtros foram imediatamente congelados em azoto 
líquido e enviados em gelo seco para análise na Dinamarca;  
 Na Dinamarca, os filtros foram armazenados a -80ºC até posterior análise.  
 Os pigmentos fitoplanctónicos foram extraídos a partir dos filtros por 
imersão dos mesmos em metanol, utilizando volumes de extracção de 5 e 10 ml para filtros 
de 25 e 47 mm, respectivamente, por períodos de extracção de 24 horas, no escuro a -20ºC;  
 A extracção dos pigmentos foi optimizada sujeitando os filtros em metanol 
a ultra-sons durante 15 segundos, mantendo os tubos em gelo durante esse tempo para 
evitar possíveis degradações;  
 A preparação dos extractos para injecção no sistema de HPLC envolveu três 
passos consecutivos:  
a) filtração dos extractos (0,2 µm); 
b) transferência de 1 ml de cada extracto para um vial de HPLC; 
c) adição de 250 µl de água em cada vial; 
 Os extractos diluídos foram então injectados num sistema de HPLC 
Shimadzu LC 10A, usando uma coluna Supelcosil C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm), segundo o 
método de Wright et al., 1991. Por fim, os pigmentos foram identificados quer pelos 
tempos de retenção, quer pelos espectros de absorção idênticos aos padrões originais 
(produzidos pelos laboratórios DHI, em Hørshlom na Dinamarca) e quantificados em 
relação aos mesmos (Dromph et al., 2011). 
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Análise estatística  
 
 A variação da proporção explicada pelos componentes de variância da 
massa de água, amostra, sub-amostra e a contagem de células pelo taxonomista foi 
estimada pelo ajuste de um modelo hierárquico efeito misto, que continha apenas uma 
intercepção fixa, enquanto nos componentes de variação massa de água, estação, amostra, 
sub-amostra foram estimados os efeitos aleatórios;  
 A estrutura hierárquica foi aplicada com o objectivo de confirmar se as 
estações estavam inseridas nas massas de água, se as amostras estavam dentro das estações 
e se as sub-amostras dentro das amostras (Singer, 1998); 
 Os modelos foram parametrizados utilizando os procedimentos MIXED do 
pacote de software estatístico SAS/STAT 9.2 (SAS Institute Inc, 2009; Dromph et al., 
2011). 
 
